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Resumen  y  Abstract   I  
 
Resumen  
La   nanotecnología   ha   significado   un   considerable   salto   para   aplicaciones   biomédicas,  
debido   a   las   propiedades   químico-­‐‑físicas   intrínsecas   de   los   biomateriales,   y   a   la  
posibilidad   de   modificarlos   de   acuerdo   a   los   intereses   terapéuticos   y   diagnósticos  
específicos.  Particularmente,   las  nanopartículas  superparamagnéticas  de  óxido  de  hierro  
(SPION)   son   ampliamente   explotadas   por   sus   propiedades   magnéticas,   no   solo   en  
estrategias   diagnósticos   como   agentes   de   contraste,   sino   también,   como  
nanotransportadores  de  drogas.  La  posibilidad  de  concentrar  estas  nanopartículas  en  el  
sitio  de  interés  mediante  la  aplicación  de  campo  magnético  externo  aporta  otra  vía  para  
disminuir   los   efectos   secundarios   sistémicos   de   muchas   de   las   actuales   drogas   anti-­‐‑
tumorales.  Entre  las  terapias  anti-­‐‑tumorales  en  las  que  se  han  utilizado  las  nanopartículas  
está  la  terapia  génica.  Para  funcionalizar  las  nanopartículas  para  transportar  ADN/ARN,  
se  han  desarrollado  diferentes  polímeros   catiónicos   con   la   capacidad  de   conjugar  ADN  
y/o  ARN,  garantizando  su  estabilidad  química  y  funcional  ante  las  diferentes  condiciones  
fisiológicas   (torrente   sanguíneo,   microambiente   tumoral,   compartimento   endosomal,  
etc.).  Sin  embargo,  un  aspecto  importante  es  la  interacción  de  las  propias  nanopartículas  
magnéticas   con   diferentes   sistemas   celular   como   el   sistema   fagocítico   mononuclear,  
células      endoteliales,   fibroblastos,   y   las   propias   células   tumorales,   que   eventualmente  
podría  definir  la  eficacia  del  tratamiento.    
En  este  trabajo,  estudiamos  la  interacción  de  SPION  recubiertas  con  polietilenimina  (PEI)  
desnudas  con  macrófagos,  fibroblastos,  células  endoteliales,  y  células  tumorales  murinas  
de   páncreas.      Demostramos   que,   además   de   poseer   la   capacidad   de   transfectar  
eficientemente  (células  HEK293),   las  SPIONs  recubiertas  con  PEI   inhiben  la  migración  e  
invasión   de   las   células   tumorales   murinas   pancreáticas   a   través   de   la   disminución   de  
invadosomas   y   metaloproteinasas,   MT1-­‐‑MMP   y   MMP2,   así   como,   probablemente,  
mediante   la   modulación   de   la   ruta   dependiente   de   microARN-­‐‑21.   Igualmente,  
estudiamos  el  efecto  biológico  que  esta  nanopartículas  tienen  sobre  células  endoteliales  y  
fibroblastos,  en  los  que  induce  la  expresión  de  genes  vinculados  con  procesos  biológicos  
como   la  angiogénesis  y   respuesta   inmune,  así   como   inhiben   la  migración  de   las   células  
endoteliales.  Finalmente,  demostramos  que    las  SPIONs  activan    los  macrófagos  hacia  un  
fenotipo  M1   y  modulan   la   dinámica   de   formación   de   podosomas.   Además,   inhiben   la  
degradación   de   matriz   extracelular   por   los   macrófagos   a   través   de   la   expresión   de  
inhibidores   de   metaloproteinasas   y   la   modulación   de   MMP2.   En   resumen,   estos  
resultados   demuestran   que   las   SPIONs   recubiertas   con   PEI   no   solo   son   un   agente  
transfectante,   sino   también,   poseen   en   sí   mismas   propiedades   anti-­‐‑metastásica   y  
adyuvantes   independientes   de   la   capacidad   de   transfección,   lo   que   sugiere   su   uso   en  
estrategias  anti-­‐‑tumorales  e  inmunoterapéuticas.  
Palabras  claves:  nanopartículas,  activación  de  macrófagos,  células  tumorales,    migración,  
invasión  




Nanotechnology  has  meant  a  considerable   jump  for  biomedical  applications,  due   to   the  
intrinsic  chemical  and  physical  properties  of  biomaterials,  and  the  possibility   to  modify  
them  for  specific  diagnostic  and  therapeutic  interest.  Particularly,  the  superparamagnetic  
iron  oxide  nanoparticles  (SPION)  are  widely  exploited  for  their  magnetic  properties,  not  
only  in  diagnostic  strategies  as  contrast  agents,  but  also  as  drug  nanocarriers.  The  ability  
to   concentrate   these   nanoparticles   at   the   site   of   interest   by   applying   external  magnetic  
field  provides  another  way   to   reduce   systemic   side  effects  of   current  anti-­‐‑tumor  drugs.  
Gene   therapy   is   among   the   anti-­‐‑tumor   therapies   in  which   the   nanoparticles   have   been  
used.   In   this   sense,  different   cationic  polymers  have  been  developed  with   the  ability   to  
package  DNA  and  /  or  RNA,  thereby  preserving  their  chemical  and  functional  stability  in  
different   physiological   conditions   (bloodstream,   tumor   microenvironment,   endosomal  
compartment,   etc.).   However,   an   important   consideration   is   the   interaction   of   the  
magnetic  nanoparticles  themselves  with  cellular  systems,  e.g.  the  mononuclear  phagocyte  
system,   endothelial   cells,   fibroblasts   and   the   tumor   cells   themselves,   which   could  
eventually  influence  the  efficacy  of  treatment.  
In   this   study,   we   analyzed   the   interaction   of   naked   polyethyleneimine   (PEI)-­‐‑coated  
SPIONs  with  macrophages,   fibroblasts,   endothelial   cells,   and  murine   pancreatic   tumor  
cells.  We   showed   that,   besides  having   the  ability   to   efficiently   transfect   (HEK293   cells),  
PEI   -­‐‑coated  SPIONs  inhibit  migration  and  invasion  of  murine  pancreatic   tumor  cells  by  
decreasing   invadosomas   and  metalloproteinases  MT1-­‐‑MMP   and  MMP2   and,   likely   by  
modulating   the   microRNA-­‐‑21-­‐‑dependent   pathways.   Also   we   studied   the   biological  
effects   on   endothelial   cells   and   fibroblasts,   where   they   induce   the   expression   of   genes  
linked   to   biological   processes,   e.g.   angiogenesis   and   immune   response,   and   inhibit  
migration   of   endothelial   cells.   Finally,   we   showed   that   PEI-­‐‑coated   SPIONs   activate  
macrophages   (M1   like   phenotype)   and   modulate   podosome   dynamics.   Also,   they  
inhibited   the   degradation   of   extracellular   matrix   by   macrophages   through   the  
metalloproteinase   expression   inhibition   (MMP2)   and   induction   of   metalloproteinase  
inhibitors.      In   summary,   these   results   demonstrate   that   the   PEI-­‐‑coated   SPIONs   are   not  
only   are   able   to   efficiently   transfect   cells,   but   also   exert   potential   anti-­‐‑metastatic      and  
adjuvant  properties  themselves,   independently  of  transfection  capacity,  suggesting  their  
use  in  anti-­‐‑tumor  and  immunotherapeutic  strategies.  
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ADN   Ácido  desoxorribonucleico  
ARN   Ácido  ribonucleico  
ARNi   Ácido  ribonucleico  interferente  
BHA   Butil-­‐‑hidroxianisol  
CPA   Células  Presentadoras  de  Antígeno  
DC   Del  inglés,  dendritic  cell  
DLS   Del  inglés,  dynamic  light  scattering  
DPI   Del  inglés,  Diphenyleneiodonium  chloride  
ELISA   Del  inglés,  enzyme-­‐‑linked  immunoassay  
ERK   Del  inglés,  extracellular  signaling-­‐‑regulated  kinase  
ERO   Especies  Reactivas  del  Oxígeno  
GFP   Del  inglés,  Green  Fluorescent  Protein  
KD   Constante  de  disociación  
LPS   Lipopolasacárido  
Contenido     
 
Abreviatura Término 
M1/M2   Macrófago  fenotipo  1  ó  2  
MAPK   Del  inglés,  mitogen-­‐‑activated  protein  kinase  
PCR   Del  inglés,  polymerase  chain  reaction  
PDCD4   Del  inglés,  programmed  cell  death  protein-­‐‑4  
PEG   Poli-­‐‑etilénglicol  
pEGFP   Plásmido  codificante  para  GFP  
PEI   Poli-­‐‑etilénimina  
PMag   SPION  recubierta  con  polietilenimina  
PTEN   Del  inglés,  phosphatase  and  tensin  homolog  
SFM   Sistema  Fagocítico  Mononuclear  
SPION   Del  inglés,  Superparamagnetic  Iron  Oxide  Nanoparticles  
TA   Temperatura  ambiente  
TH1   Del  inglés,  T  helper  type  1  
TH2   Del  inglés,  T  helper  type  2  
TLR   Del  inglés,  Toll-­‐‑like  receptor  
Bioactividad  intrínseca  de  nanopartículas  magnéticas  recubiertas  con  poli-­‐‑etilénimina  en  




1.1 Nanomedicina1  en  la  terapia  de  patología  tumorales  
El   uso   de   la   nanotecnología   está   ampliamente   extendido   en   varios   campos   de   la  
biomedicina  debido  a  su  potencial  como  sistemas  para  la  liberación  controlada  de  drogas  
terapéuticas      [1-­‐‑4],   como   agentes   diagnósticos   [5-­‐‑8],   y   biosensores   [9-­‐‑11],   entre   otras  
aplicaciones.   La   utilización   de   la   nanotecnología   se   basa   en   la   combinación   de  
propiedades   físicas   distintivas   (procesos   ópticos,   electrónicos,   y   comportamientos  
magnéticos)   con   las   propiedades   químicas   provenientes   de   las   capas   moleculares  
funcionalizadas.   Estas   propiedades   dependen,   en   gran   medida,   de   dos   características  
principales:   el   gran   área   superficial   y   las   propiedades   físicas   derivadas   de   la   escala  
nanométrica   de   los   sistemas   nanotecnológicos.   Por   otra   parte,   las   nanopartículas  
usualmente  son  recubiertas  con  polímeros  u  otras  capas  moleculares  que  proporcionan  al  
sistema  funciones  adicionales  [12,  13].  
Una  propiedad  física  de  los  sistemas  nanoparticulados,  específicamente  de  los  de  núcleo  
de   óxidos  metálicos,   que   en   la  última  década  ha   llamado   la   atención  para   su  uso   en   la  
biomedicina  tumoral,  es  el  magnetismo,  especialmente  el  superparamagnetismo  [14,  15].    
Las   nanopartículas  magnéticas   son   aplicadas   tanto   como   agentes   terapéuticos   como   de  
diagnósticos,  por  ejemplo  en  imágenes  de  resonancia  magnética  (MRI  del  inglés,  magnetic  
resonance  image)  [16-­‐‑18].  Sin  embargo,  las  nanopartículas  superparamagnéticas,  SPIONs2,  
deben   ser   capaces   de   evadir   al   sistema   inmune   y   así   ralentizar   su   eliminación   de   los  
fluidos  biológicos.  Las  SPIONs  son  eliminadas  de  la  circulación  mayormente  a  través  del  
                                                
1 Nanomedicina  (del  inglés,  nanomedicine):  aplicación  de  la  nanotecnología  a  la  medicina. 
2 SPIONs:  del  inglés  Superparamagnetic  iron  oxide  nanoparticles.  
2 SPIONs:  del  inglés  Superparamagnetic  iron  oxide  nanoparticles.  
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sistema  retículo-­‐‑endotelial  (SRE),  y  mecanismos  renales  de  filtración  [19-­‐‑23]  (Figura  I-­‐‑1).  
Un   factor   que   influye   en   la   eliminación   de   las   nanopartículas   es   su   tamaño  
hidrodinámico.   En   general,   las   partículas   entre   10   y   100   nm   de   diámetro  muestran   un  
mayor  tiempo  de  circulación  ;  por  el  contrario,  partículas  de  200  nm  o  más  tienden  a  ser  
eliminadas  por  SRE,  y  aquellas  con  menos  de  10  nm  por  filtración  renal  [24].  
El   tamaño   de   la   nanopartículas   también   afecta   su   habilidad   para   extravasar   desde   la  
circulación  sanguínea  al  tejido  tumoral,  a  través  del  proceso  de  transcitosis  [25,  26].  Este  
proceso   depende   del   tamaño   de   las   partículas,   con   un   máximo   límite   de  
aproximadamente  150  nm  de  diámetro.  Otro  importante  factor  es  la  composición  química  
de   la   superficie  del   sistema  nanoparticulado   [27].     Por  ejemplo,  alta  densidad  de  cargas  
positivas   superficiales   permite   la   adhesión   de   las   nanopartículas   a   las   membranas  
plasmáticas   de   manera   no   específica,   en   tanto,   una   alta   densidad   de   cargas   negativas  
conlleva   a   la   adsorción   de   proteínas   plasmáticas,   y,   de   esta  manera,   a   la   endocitosis   y  
eliminación  por  el  SRE3   [27,  28].   Incluso,   la   interacción  de   las  proteínas  plasmáticas  con  
las   nanopartículas   con   carga   superficial   positiva   y   negativa,   induce   distintos   efectos  
biológicos   [29].      Las   superficies   hidrofílicas   y   neutras   reducen   la   capacidad   de   las  
nanopartículas  de  interaccionar  con  las  proteínas  de  la  sangre  o  células  [30].  
La  terapia  pasiva  del  cáncer  basada  en  nanopartículas  depende  de  la  alta  permeabilidad  
vascular  del  tejido  tumoral.  La  desorganizada,  permeable,  y  desestructurada  vasculatura  
tumoral  posibilita  que  las  nanopartículas  permeen  al  microambiente  tumoral  [31-­‐‑33].  Una  
vez  dentro,  son  retenidas  debido  a  la  pobremente  desarrollada  red  linfática  que  irriga  el  
tumor:   este   fenómeno   es   conocido   como   efecto   de   retención   y   permeabilización  
aumentada   (EPR)4   (Figura   I-­‐‑1).   La   alta   retención   permite   la   adquisición   de   la  
nanopartículas  por  las  células  tumorales  y  estromales  circundantes,  incluyendo  las  células  
del  sistema  inmunológico  [34].    
                                                
3   Sistema   Retículo-­‐‑Endotelial:   también   conocido   como   sistema   de   macrófagos   o   fagocítico  
mononuclear,   incluye   células   ampliamente   distribuidas   por   el   organismo   y   especializadas   en   la  
captación  de  partículas.  Constituyen  parte  de  los  mecanismos  de  defensa. 
4 EPR,  del  inglés    Enhanced  Permeability  and  Retention  Effect 
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Figura  I-­‐‑1.  Efecto  de  permeabilidad  y  
retención   en   el   contexto   de   terapia  
anti-­‐‑tumoral   basada   en  
nanopartículas   magnéticas.   Debido   a  
la  debilitada  vasculatura  tumoral,   las  
nanopartículas   son   capaces   de  
permear   el   microambiente   tumoral,  
aunque   la   eliminación   por   órganos   y   el   sistema   retículo-­‐‑endotelial   (SRE)   elimina   la   mayor  
parte  de   ellas.  El   recubrimiento      con  polímero  y/o  moléculas   funcionales  proporcionan   a   las  
nanopartículas   con   indetectabilidad   y   especificidad,   y,   consecuentemente,   capacidad   de  
evasión  del  SRE;  como  resultado,   se  acumulan  en  el   tejido   tumoral.  Con   la  aplicación  de  un  
campo  magnético  externo,   la  acumulación  de  nanopartículas  magnéticas  en  el  tejido   tumoral  
  aumenta  significativamente  (Modificado  de  [35]).    
  
Otras  estrategias  se  han  usado  para  aportar  a   las  nanopartículas   la   indetectabilidad.  Por  
ejemplo,  variando   la  proporción  de  polímeros  hidrofílicos  e  hidrofóbicos  sin  cambios  ni  
en  el  tamaño,     ni  la  carga,  ni  en  la  composición  del  núcleo  de  micelas  auto-­‐‑ensambladas  
espontáneamente,  disminuye  su  eliminación  por  el  SRE  [36].  Cuando  se  siguieron  in  vivo,  
algunas   de   estas   micelas   se   acumularon   menos   en      tejido   hepático,   mientras   que   se  
concentraron   más   en   la   sangre   a   la   hora   de   la   inyección   intravenosa,   comparado   con  
micelas  PEGuiladas5  [36].    
1.2 Nanopartículas    como  plataforma  terapéutica  
1.2.1 Sistemas  nanoparticulados  para  terapia  génica  
Aparte   de   las   propiedades   superparamagnéticas   de   los   SPIONs,   otras   propiedades  
importantes   deben   estar   presentes   en   estos   sistemas   para   la   liberación   apropiada   del  
fármaco.  Para  el   caso  de   la   terapia  génica,   los  polímeros  que  encapsulan   los  núcleos  de  
óxido  de  hierro,  deben  ser  reactivos  a  los  ácidos  nucleicos  y  poseer  una  carga  positiva  que  
                                                
5 PEGuilar:  modificar  químicamente  con  brazos  moleculares  de  poli-­‐‑etilénglicol.  
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posibilite  la  conjugación  electrostática.  Alternativamente,  tanto  los  ácidos  nucleicos  como  
los  polímeros  deben  ser  modificados  químicamente  de  tal  forma  que  puedan  conjugarse  
covalentemente   entre   ellos.   Aunque   ambas   estrategias   se   han   utilizado,   la   conjugación  
electrostática  es  preferida  porque  no  modifica  la  integridad  del  ácido  nucleico.  
Una  vez  que  el  ADN6/ARN7  sea  encapsulado  o  adsorbido  por  el  SPION,  el  nanocomplejo  
tiene  que  garantizar   la  estabilidad  e   integridad  del  ácido  nucleico.     Los  ácidos  nucleicos  
son   muy   lábiles   en   el   torrente   sanguíneo   y   en   el   microambiente   tisular,   debido   a   la  
presencia   de   nucleasas   que   reconocen   los   residuos   2-­‐‑hidroxi   del   anillo   de   azúcar   y  
catalizan   su   hidrólisis   [37].   La   endocitosis   por   las   células   también   juega   un   papel  
importante   en   la   eliminación  de   los   ácidos  nucleicos,   por   ejemplo,   en   el   tejido  hepático  
[38].      Adicionalmente,   la   encapsulación   debe   impedir   el   reconocimiento   por   parte   de  
TLR8-­‐‑7/8  [39]  y,  así,  evitar  una  respuesta  inmune  contra  las  nanopartículas  que  conlleve  a  
su  eliminación  más  temprana  de  la  circulación.  
Una  vez  en  el  tejido  tumoral,  las  nanopartículas  deben  permear  la  matriz  tumoral.  En  este  
entorno,  el  polímero  ha  de  proteger  a   los  ácidos  nucleicos  del  microambiente  ácido  que  
frecuentemente   rodea   a   las   células   tumorales   [40,   41]   .   Subsecuentemente,   las   células  
tumorales  deben  endocitar  los  nanoparticulados,  que,  una  vez  dentro,  deben  escapar  a  la  
degradación  lisosomal  para  así  liberar  apropiadamente  el  cargamento  en  el  citosol.  
Los   problemas   actuales   con   la   terapia   génica   en   cáncer   están   asociados   con   la   poca  
expresión   del   gen   en   cuestión,   si   se   busca   su   sobre-­‐‑expresión,   o   la   poca   eficiencia   de  
silenciamiento   si   se   busca   eliminarlo,   todo   debido   a   las   barreras   biológicas   descritas  
anteriormente   [42,   43].   Se   han   desarrollado   una   variedad   de   polímeros   para   uso   en  
terapias  génicas,  en  las  modificaciones  químicas  aumentan  la  eficiencia  de  transfección  in  
                                                
6  ADN:  ácido  desoxirribonuleico  
7  ARN:  ácido  ribonucleico  
8  TLR,  del  inglés  Toll-­‐‑like  receptor:   familia  de  receptores  especializados  en  el  reconocimiento  de  
patrones  moleculares  asociados  a  patógenos.  
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vitro   e   in  vivo,   siendo   la  polietilenimina   (PEI)9,  uno  de   los  polímeros  más  usados  como  
agente  de  transfección  [44,  45].    
1.2.2 Sistemas  nanoparticulados  magnéticos  para  terapia  génica10  contra  el  cáncer  
La   acumulación   de   nanopartículas   magnéticas   mediante   la   aplicación   de   un   campo  
magnético  ha  posibilitado  su  uso  como  agente  transportador  en  las  terapias  génicas.  No  
solo  pueden  proteger   el   cargamento  de   ácido  nucleico,   sino   también   lo  pueden      liberar  
apropiadamente   en   las   células   dianas,   aportando   de   esta   forma   soluciones   a   los  
principales   problemas   que   afronta   la   terapia   génica.   Desde   que   las   nanopartículas  
magnéticas   han   sido   propuestas   como   agente   transfectantes   no   virales   [35,   46,   47],   la  
magnetofección11  se  ha  estudiado  ampliamente  en  modelos  in  vitro  e  in  vivo.    
Nanopartículas   magnéticas   recubiertas   con   el   co-­‐‑polímero   PEG-­‐‑g-­‐‑PEI   conforman  
nanotransportadores   factibles   para   la   Imagenología   de   Resonancia  Magnética   (MRI)   in  
vivo  para  pulmones  e  hígado  [48].  Estos  nanocomplejos  liberaron  intracelularmente  ARNi  
contra  la  variante  6  del  CD44,  un  marcador  supuesto  del  comportamiento  metastásico  de  
tumores   gástricos,   en   la   línea   SCG-­‐‑7901.   Sin   embargo,   cuando   se   estudiaron   en   ratones  
desnudos  portadores  de   tumores  derivados  de  SCG-­‐‑7901  y  A375,  no   fueron   capaces  de  
infiltrar  el  tejido  tumoral  adecuadamente  [48].    
El   nanotransportador   magnético,   disponible   comercialmente,   CombiMAG,   ha   sido  
igualmente   probado   como   agente   liberador   de   ácidos   nucleicos.   Kong   et   al   [49,   50]  
demostraron  que  el  magnetoplejo,  nanocomplejo  con  propiedades  magnéticas  (del  inglés  
magnetoplex),  compuesto  por  CombiMAG  y  ARNi  específico  para    IGF-­‐‑1R,  eficientemente  
liberó  el  contenido  genético  en  células  A549  in  vitro,  con  la  inhibición  de  la  proliferación,  
adhesión,  y  quimioresistencia.  Conjugado  con    el  plásmido  pGFPshIGRR1  que  conlleva  a  
la   expresión   concomitante   de   GFP   y   un  ARNi   específico   contra   IGFR1,   e   inyectado   en  
                                                
9  Poli-­‐‑etilénimina,  PEI    (del  inglés,  polyethylenimine)  es  un  polímero  catiónico  formado  por  la  
polimerización  lineal  o  ramificada  de  la  etilénimina.  
10  Terapia  génica:  inserción  o  eliminación  terapéutica    de  genes  funcionales    o  su  tránscrito.  
11  Magnetofección,  del  inglés  magnetofection:  transfección  celular  con  nanopartículas  magnéticas  
y  guiada  por  campo  magnético  externo.  
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ratones   intravenosamente,   condicionó   la   expresión  de  GFP   a   las   48  h  post-­‐‑inyección   en  
corazón,  riñones,  y  pulmones,  con  la  disminución  simultánea  de  IGFR1  [51].    
Mok  et  al  [52]  desarrollaron  un  nanosistema  magnético  compuesto  por  PEI  ramificada  y  
sensible  a  pH  ácidos  para  explotar  el  pH  normalmente  bajo  del  microambiente  tumoral.  
Una  vez  conjugados  con  el  péptido  específico  de  tumor,  clorotoxina,  y  un  ARNi  contra  la  
GFP,   demostró   ser   capaz   de   silenciar   la   expresión   de   esta   proteína;   adicionalmente,  
demostró  ser  altamente  sensible  y  dependiente  de  las  condiciones  ácidas  de  los  tumores.  
Similar  eficiencia  demostró  el  LipoMag,  compuesto  por  un  núcleo  de  magnetita  rodeado  
por   una   membrana   lipídica   y   utilizado   como   nanotransportador   de   un   ARNi   contra  
EGFR  [53].  En  resumen,  la  terapia  génica  con  SPION  basada  en  la  combinación  de  núcleos  
magnéticos   de   óxido   de   hierro   con   polímeros   o   capas   moleculares   protectoras   de  
ADN/ARN  ha  demostrado  ser  una  estrategia  prometedora.  
1.3 Interacción  de  nanopartículas  con  células  tumorales  
Las  nanopartículas  se  han  utilizado  para  el  tratamiento  experimental  del  cáncer,  no  solo  
en   terapias   génicas   como   ha   sido   discutido   anteriormente,   sino   también   como  
nanotransportadores   y   liberadores   de   distintas   drogas.   En   este   sentido,   se   han  
desarrollado   varias   formulaciones   con   contenido   de   SPIONs   con   propósitos   tanto  
diagnósticos   como   terapéuticos.      Por   ejemplo,   las   micelas   denominadas   SPIO-­‐‑
doxorobicina-­‐‑cRGD   consisten   en   un   grupo   de   SPIONs   co-­‐‑existentes   con   la   droga  
doxorobicina  y  el  ligando  cRGD,  y  su  uso  no  solo  es  diagnóstico  debido  a  la  presencia  de  
SPIONs,   sino   también   terapéutico   debido   a   la   presencia   de   la   droga   [54].  Otras   drogas  
anti-­‐‑tumorales   se  han   conjugado   con  nanopartículas  y  probados   en  modelos   tumorales.  
Tal  es  el  caso  de  paclitaxel  (PTX)  [55],  que  combinado  con  anticuerpos  específicos  contra  
antígenos  específicos  de  próstata  demostró  alta  capacidad  diagnóstico  y  terapéutico  [56];  
gemcitabina   [57],   e   incluso   citoquinas   con   el   objetivo   de   modular   la   inmunidad   anti-­‐‑
tumoral  [58].    
Sin   embargo,   la   eficacia   de   los   tratamientos   con   tumores   basados   en   nanopartículas   no  
solo  depende  de  la  droga  que  portan,  sino  también  de  las  propiedades  intrínsecas  de  los  
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nanotransportadores   y   cómo   estos   interactúan   con   las   células   tumorales:   modo   de  
internalización;   efectos   sobre   la   proliferación,   migración,   metabolismo,   y   el   estrés  
inducido.  
1.3.1 Endocitosis  e  internalización  de  nanomateriales  
La   endocitosis   es   un   proceso   celular   dependiente   de   energía   por   el   cual   la   célula  
internaliza  molécula  y  macromoléculas.  Puede  dividirse  en  cuatro  categorías  principales:  
(1)   dependiente   de   clatrina;   (2)   dependiente   de   caveola;   (3)   macropinocitosis;   (4)   y  
fagocitosis  (Figura  I-­‐‑2).  El  proceso  de  endocitosis  dependiente  de  clatrina  comienza  con  la  
formación   de   invaginaciones   de   la   membrana   plasmática   recubiertas   por   clatrina,  
ayudado  por  varias  proteínas  adaptadoras   como   la  epsina,  SNX9,  y      amfifisina   [59,   60].  
Las   proteínas   con   dominio   BAR   (del   inglés,  Bin/amphiphysin/Rvs   domain)   promueven   el  
reclutamiento  de  dinamina,   con   la   que   forman   el   cuello  de  vesícula.  A   continuación,   la  
dinamina      induce   la   escisión   de   la   vesícula   formada   con   ayuda   de   su   función  GTPasa.  
Posteriormente,  la  vesícula  recubierta  de  clatrina  pierde  su  capa  de  clatrina  polimerizada  
con  ayuda  de  las  proteínas  auxilina  y  Hsc70,  dependientes  de  ATP  [61,  62].  
Una  de  las  rutas  más  importantes  de  endocitosis  independiente  de  clatrina,  es  la  asociada  
a   la   caveolina   [63].      Esta   proteína,   que   está   compuesta   por   tres   tipos   diferentes   con   las  
caveolina-­‐‑2  y  -­‐‑3  ampliamente  distribuidas,  enriquece  a  las  llamadas  caveolas,  estructuras  
ricas  además  en  colesterol,  y  con  inicio  de  biogénesis  en  el  complejo  de  Golgi  [64].      
  
Figura   I-­‐‑2.   Rutas   de   endocitosis   e  






Introducción   8  
  
Otras  rutas  de  endocitosis  son  requeridas  para  la  internalización  de  materiales  de  mayor  
tamaño  como  patógenos,  cuerpos  apoptóticos  o  necróticos,  o  micromateriales  (Figura  I-­‐‑2).  
Entre   ellas   se   encuentra   la   macropinocitosis,   cuya   estructura   de   invaginación   es  
ampliamente  plegada.  
A   lo   largo   de   los   últimos   años   se   han   dilucidado   las   vías   endocíticas   para   muchos  
materiales   terapéuticos   nanométricos      [65-­‐‑67].   Notablemente,   el   tipo   de   ruta   de  
endocitosis  no  solo  parece  depender    de  las  propiedades  físico-­‐‑químicas  del  nanomaterial,  
sino  también  influyen  en  la  posible  citotoxicidad  inducida  por  estos  materiales  [68].    
De   lo   anterior   se   desprende   la   importancia   de   la   ruta   de   internalización   para   las  
consecuencias   fisiológicas   del   tratamiento   con   nanomateriales.   Y,   particularmente,   este  
fenómeno   influye   notablemente   en   los   procesos   de   transfección   celular.   Aunque,   se   ha  
determinado  que  muchos  conjugados  entre  agentes  de  transfección  catiónico  (como  PEI)  
y   ADN/ARN   dependen   de   las   rutas   mediada   por   caveolas   y   clatrina   para   su  
internalización   en   diversos   sistemas   celulares   [69],   la   endocitosis   dependiente   de  
caveolina  parece  jugar  un  papel  más  crucial  en  la  transfección.    
1.3.2 Efecto  de  nanopartículas  en  la  proliferación  de  células  tumorales  
Las  nanopartículas  pueden  tener  diferentes  efectos  sobre  la  capacidad  proliferativa  de  las  
células   tumorales.   Las   nanopartículas   de   poliestireno   cationizadas   con   grupo   aminos  
inducen   a   dosis   no   tóxicas   una   gradual   inhibición   del   ciclo   celular   de   las   células  
tumorales  del  epitelio  pulmonar,  A541,  a  través  del  arresto  de  los  puntos  G1/S  y  G2/M  del  
ciclo   celular.   Interesantemente,   este   efecto   no   lo   mostraron   las   nanopartículas   de  
poliestireno  con  grupos  carboxilo  ni  las  no  modificadas  [70].  Igualmente,  la  hidroxiapatita  
nanométrica,  a  diferencia  de  la  de  mayor  tamaño,  es  capaz  de  inhibir  la  proliferación  de  
las  células  tumorales  humanas  presumiblemente  a  través  de  la  interferencia  del  complejo  
ribosomal   con   la   consecuente   parada   del   ciclo   celular   en   G0/G1   [71].   Similar   efecto   se  
observó  en  células  tumorales  humanas  de  cabeza  y  cuello,  en  las  que  el   tratamiento  con  
SPION  recubiertas  con  dextrano  inhibió  su  proliferación  dependiente  de  la  concentración  
de  las  nanopartículas  [72].    
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Por  lo  tanto,  es  vital  entender  el  efecto  que  las  nanopartículas  desnudas  y  las  que  se  usan  
como   nano-­‐‑transportadores   de   drogas   tienen   sobre   la   capacidad   proliferativa   de   las  
células,  en  particular,  las  células  tumorales  para  evitar  efectos  secundarios  indeseables  en  
el  tratamiento  del  cáncer  con  estas  plataformas.    
1.3.3 Efecto  de  nanopartículas  en  la  migración/invasión  de  células  tumorales  
Notablemente,   las  nanopartículas  inorgánicas,   incluyendo  SPIONs,  pueden  imposibilitar  
la   migración   celular   dependiendo   de   la   concentración   [73-­‐‑75].   Este   efecto   podría  
depender  del   tipo  celular  así  como  de  la  carga  superficial  y  forma  de  las  nanopartículas  
[76].  Varios  parámetros  pueden  verse  afectados  por  el  tratamiento  con  nanopartículas  que  
conlleva  a  la  muerte  o  inmovilidad  celular,  incluyendo  la  disminución  de  la  expresión  de  
factores   involucrados   en   la   invasión   tumoral   e,   indirectamente,   otros  procesos   celulares  
como  la  respiración  mitocondrial  que  a  la  postre  afecta  la  dinámica  del  cito-­‐‑esqueleto  y  la  
dinámica  de  los  invadosomas  [77].  
Los   invadosomas   o   invadopodias   son   estructuras   ricas   en   actina   que   concertan   la  
migración   de   las   células   tumorales,   con   similitudes   estructurales   y   funcionales   con   los  
podosomas [78,   79]   (Figura   I-­‐‑3).   Los   invadosomas   normalmente   se   asocian   con   la  
motilidad  de   las  células   tumorales  como  un  proceso  prestado  y  desregulado  a  partir  de  
células   normales   [80,   81].   Estas   estructuras   pueden   diferenciarse   de   los   podosomas   de  
acuerdo   a   la   morfología   global,   puesto   que   muestran   estructuras   filamentosas   que  
protruyen  más  en  la  matriz  extracelular  (MEC12)  permitiendo  así  a  las  células  ejercer  más  
actividad  degradativa  y  capacidad  invasiva  [82,  83].  Por  lo  que,  la  actividad  degradativa  
de  los  invadosomas  se  asocia  al  potencial  pro-­‐‑metastásico  de  las  células  tumorales  [82,  84,  
85].    
                                                
12 Matriz   extracelular   (MEC):   Compendio   de   moléculas   secretadas   por   células   que   proveen  
soporte   biológico   y   estructural   al   conjunto   multicelular   en   el   microambiente   tisular.   Su  
composición   incluye   desde   proteoglicanos,   ácido   hialurónico,   componentes   de   fibra   como  
colágenos  y   elastina,  hasta   fibronectina  y   laminina.   Su   composición  varía  de   acuerdo  a   los   tipos  
celulares  contribuyentes. 
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Figura   I-­‐‑3.   Estructura   simplificada   de   un  






Los   invadosomas   contienen   una   variedad   de   proteínas   involucradas   no   solo   en  
ensamblaje,   como   nucleadores   de   actina   y   proteínas   de   andamiaje,   sino   también,  
reguladoras,   como   quinasas   y   fosfatasas,   así   como   enzimas   responsables   de   la  
degradación  de  la  MEC  como  metaloproteinasas,  proteasas  catepsina  Cys,  y  proteasas  de  
Ser  [86,  87].    
En  las  células  tumorales  del  páncreas,  los  invadosomas  juegan  in  papel  primordial  en  la  
alta   capacidad   invasiva   de   las   mismas   [88].   La   formación   de   estas   protrusiones   en   las  
células   tumorales   del   páncreas   está   regulado   por   varios   factores   como   Vav1   [89],  
Dinamina-­‐‑1  [90],  RalBP1  [91],  entre  otros.    
La  migración/invasión  celular  está  modulada  por  varios  ejes  de  señalización  a  través  del  
control   de   factores   centrales   involucrados   en   el   inicio,   progresión   y   término   del  
movimiento  mecánico.  Entre  estos  ejes,   el  dependiente  de  microARN-­‐‑21   juega  un  papel  
importante   en   la   regulación   de   varias   proteínas   involucradas   en   los   procesos   de  
migración  de  células  tumorales  [92,  93].  De  hecho,  microARN-­‐‑21  modula  positivamente  la  
migración  celular  a  través  de  tres  de  sus  dianas  naturales,  PDCD4  [94,  95],  PTEN  [96],  y  
Sprouty-­‐‑1[97].    MicroARN-­‐‑21  es  un  oncomiR13  implicado  en  la  regulación  de  varias  rutas  
de   señalización      (Figura   I-­‐‑4)   [98].   Incluso,   la   mayoría   de   los   tipos   de   cáncer   sobre-­‐‑
expresan  este  microARN,  siendo  la  causa  de  la  desregulación  de  las  rutas  de  proliferación  
y   anti-­‐‑apoptóticas,   reduciendo   la   expresión   no   solo   de   las   tres   proteínas   antes  
mencionadas,  sino  también,  de  BcL-­‐‑2  [99].  
                                                
13  OncomiR:  microARN  asociado  a  procesos  tumorigénicos.    
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Figura  I-­‐‑4.  Interrelación  funcional  del  microARN-­‐‑21  
con   diversos   procesos   biológicos   en   células  
tumorales.   La   expresión   del   microARN-­‐‑21   está  
regulada   positiva   y   negativamente   por   varios  
factores.  Como  resultado  se  activan  varios  procesos  
biológicos.   Abreviaturas:   BMP,   proteína  
morfogénica  del   hueso   (del   inglés,bone  morphogenic  
protein);   ERK   (del   inglés,   extracellular   signaling-­‐‑regulated   protein   kinase);   MARKs   (del   inglés,  
microtubule-­‐‑affinity-­‐‑regulating  kinases);  RECK  (del  inglés,  reverssion-­‐‑inducing  cysteine-­‐‑rich  protein  with  
kazal  motivos);  MMP,  metaloproteinasa;  PTEN  (del   inglés,  phosphatase   and   tensin  homolog);  PDCD4  
  (del  inglés,  programmed  cell  death  protein  4);  TIMP3  (del  inglés,  tissue  inhibitor  of  metalloproteinases  3).
  
Otro   mecanismo   de   regulación   de   la   formación   de   invadosomas   es   la   dependiente   de  
ligasas   de   ubicuitina   tipo   E3.   En   particular,   c-­‐‑Cbl,   una   ligasa   E3   de   ubiquitina   ,   afecta  
negativamente   la  migración  de  varios   tipos  de   células   tumorales   tal   como  glioma   [100],  
cáncer  de  pulmón  [101],  y  cáncer  del  páncreas  [102],  entre  otros.  
A   pesar   del   incremento   del   uso   de   SPIONs   como   plataforma   de   tratamiento   contra   el  
cáncer,  incluido  la  inmunoterapia  contra  tumores  del  páncreas  [58],  se  conoce  poco  de  su  
interacción  y  efecto  sobre  la  dinámica  de  los  invadosomas,  y,  por  consiguiente,  no  se  ha  
estudiado   a   fondo   cómo   afectan   la   capacidad   de   invasión   de   células   tumorales   del  
páncreas.   Sin   embargo,   algunos   estudios   han   demostrado   que   varios   tipos   de  
nanopartículas   inorgánicas   interactúan   con   el   citoesqueleto,   donde   impiden   la  
polimerización  de  la  actina  filamentosa  (F-­‐‑actina),  sugiriendo  un  efecto  mecánico  sensible  
sobre  las  estructuras  celulares  basadas  en  F-­‐‑actina  [103,  104].    
1.3.4 Estrés  oxidativo  y  metabolismo  del  hierro  inducido  por  SPIONs  
Las   nanopartículas   inorgánicas   pueden  producir   especies   reactivas   del   oxígeno   (EROs),    
tales   como   singletes   del   oxígeno,   radicales   hidroxilos   o   superóxidos,   a   través   de  
reacciones  fotoquímicas  o  similares  a  las  reacciones  de  Fenton  [105-­‐‑107].  Estas  EROs,  a  su  
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vez,   inducen   estrés   oxidativo   en   sistemas   biológicos.   In   vivo,   se   hipotetiza   que   la  
producción   de   EROs   es   el   principal   mecanismo   responsable   de   la   nanotoxicidad   que  
afecta   a   los   componentes   sanguíneos,   al   bazo,   riñones,   sistema   respiratorio,   hígado,   o  
sistema   inmune   [108,   109].   El   secuestro   de   nanopartículas   por   células   del   SFM  hace   de  
órganos  como  el  hígado  y  bazo    dianas  de  los  efectos  del  estrés  oxidativo  [110,  111]  .  Otros  
órganos,   como   riñones   y  pulmones,      expuestos   a  un   alto   flujo  de   sangre   también   están  
sujetos  al  estrés  oxidativo  inducido  por  nanopartículas  [112].    
La  producción  de  EROs   inducida  por  SPION  puede  afectar   la   fisiología  celular  a  varios  
niveles.  Tal  es  el  caso  del  efecto  de  la  producción  de  EROs  inducido  por  nanopartículas  de  
óxido  de  hierro  en   células  del   endotelio  vascular.  Como  consecuencia,   la  morfología  de  
las   células  endoteliales   cambia  notablemente  debido  a   la   formación  de   fibras  estresadas  
de  actina  [113].  
Por   otra   parte,   la   producción   de   EROs   puede   afectar   varias   rutas   de   señalización   y  
procesos  biológicos.  La  señalización  mediada  por  Notch1  está  asociada  a  la  producción  de  
EROs  [103]  .  Igualmente,  las  sirtuínas,  particularmente,  Sirtuína-­‐‑1  (SIRT1),  son  moléculas  
que   vinculan   a   las   EROs   con   diferentes   procesos   celulares.   De   hecho,   SIRT1   protege   a  
varios   tipos   celulares   del   daño   causado   por   EROs,   como   las   células   neuronales   y  
mesangliales   [114],   [115]   .   La   señalización   mediada   por   Notch1   ha   sido   igualmente  
asociada   a   la   producción   de   EROs   [116,   117].   Esto   sugiere   que   las   nanopartículas   que  
inducen   la   producción   de   EROs,   como   SPIONs,   pueden  modular   las   rutas  moleculares  
reguladas  por  reacciones  redox.  
Notablemente,  uno  de  los  procesos  relacionados  con  el  estrés  oxidativo  es  el  metabolismo  
del   hierro   [118].   El   tráfico   de   las   nanopartículas  magnéticas      de   óxido   de   hierro   por   el  
compartimento   endosomal   y   lisosomal   conlleva   a   la   degradación  del   núcleo   inorgánico  
con  la  consecuente  liberación  de  cationes  de  hierro  al  citosol.    
La   entrada   de   hierro   a   la   células   está   gobernado   por   dos  mecanismos   principales:   una  
dependiente   del   hierro   unido   a   la   transferrina,   que   interactúa   con   su   receptor   en   la  
membrana;   y   el   otro,   depende  de   transportadores   de  metales   divalentes,   como  DMT-­‐‑1,  
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que  regulan  el  transporte  en  uno  y  otro  sentido  del  Fe2+  [119].  Una  vez  dentro  de  la  célula,  
el  hierro  es  reducido  por  enzimas  endosomales  especializadas,  y  transportadas  al  citosol  
mediante  transportadores  de  metales  divalentes  como  DMT1  [120].  Esto  puede  provocar  
el   aumento   de   la   concentración   de   hierro      activando   mecanismos   regulatorios   del  
metabolismo   de   este   metabolito.   Puede   formar   parte   de   reservorio   de   este   metal  
conjugándose  con  ferritina,  y  también  a  otras  proteínas  con  afinidad  hacia  el  catión  [119,  
121].   Igualmente,   es   liberado   fuera   de   la   células   a   través   de   transportadores   como   la  
ferroportina-­‐‑1  [120].  
Uno   de   los   primeros   factores   que   responden   a   los   niveles   de   hierro   intracelular   es   la  
proteína  IRP-­‐‑1  y  -­‐‑214.  En  condiciones  de  deficiencia  de  hierro,  IRP  se  unen  a  los  elementos  
que  responden  al  hierro,  IRE  (del  inglés,  iron  responsive  element)  presentes  en  las  regiones  
5’   UTR      y   3’UTR   de   los   tránscritos   de   ferritina   y   del   receptor   de   transferrina,  
respectivamente.      De   esta   forma,   la   traducción   de   ferritina   se   inhibe,   y   se   estabiliza   el  
tránscrito  del  receptor  de  transferrina  y,  por  ende,  su  traducción  [122].  Como  resultado  se  
activan  los  mecanismos  celulares  para  la  internalización  de  hierro  del  medio  extracelular.  
En  el   caso   contrario,   es  decir,   en   condiciones  de   exceso  de  hierro   intracelular,   ocurre   lo  
contrario  a  lo  descrito,  puesto  que  IRP  une  hierro  lo  que  provoca  su  degradación.  Por  lo  
tanto,   el   aumento   de   hierro   intracelular   debido   a   la   degradación   de   nanopartículas   de  
óxido   de   hierro   pudiera   provocar   la   inestabilidad   de   IRP,   y,   por   consiguiente,   los  
mecanismo  celulares  para  exportar/almacenar  el  excedente  de  hierro.    
1.4 Nanomedicinas  y  su  interacción  con  el  sistema  inmunológico  
1.4.1 Sistema  Fagocítico  Mononuclear  (SFM)      
El   sistema   fagocítico   mononuclear   (SFM)   -­‐‑primeramente   conocido   como   el   sistema  
retículo-­‐‑endotelial  (SRE))-­‐‑  es  un  sistema  difuso  compuesto  por  células  con  alta  capacidad  
fagocítica,   excepto   granulocitos,   e   incluye   las   células   derivadas   de   precursores  
monocíticos   de   la   médula   ósea,   monocitos   del   torrente   sanguíneo,   y   macrófagos  
residentes   o   histiocitos   de   órganos   y   tejidos,   así   como   también   células      fibroblástica  
                                                
14  IRP2:  del  inglés,  iron-­‐‑responsive  element-­‐‑binding  protein    
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reticulares  de   tejidos  hematopoyéticos   [123,   124].  Aparte  de   su   capacidad   fagocítica,   las  
células  del  SFM  comparten  su  alta  plasticidad  en  cuanto  a  la  expresión  génica  [124].    
Los  macrófagos  son  una  de  las  primeras  células  en  responder  a  la  infección  o  daño  tisular,  
y   son   responsables   del   inicio   de   una   respuesta   inmune   correcta   [125].      Los  macrófagos  
exploran   el   tejido   en   busca   de   amenazas   externas   y   limpian   el   tejido   del   material  
potencialmente   inmunogénico   derivados   de   virus,   bacterias,   cuerpos   apoptóticos   y  
necróticos,  entre  otros.  Receptores  especializados  permiten  el  reconocimiento  de  patrones  
moleculares   extraños,   conllevando   a   eventos   moleculares   intracelulares   que   orquestan  
una   respuesta   inmune.   Estos   procesos   moleculares   incluyen   la   secreción   de   moléculas  
señalizadoras  como  las  citoquinas  y  quimioquinas  que  activan,   inhiben,  o  atraen  a  otros  
tipos  celulares  como  las  células  dendríticas  (DC,  del  inglés  Dendritic  Cells)  o  células  T,  y,  
además,   la   expresión   de   ligandoos   co-­‐‑estimuladores   que   potencian   la   activación   de  
células  T  y  B  [126,  127].  
1.4.2 Polarización  de  Macrófagos  
Asociados   a   la   clásica   diferenciación   de   células   colaboradoras   T   en   TH1   y   TH215,   la  
polarización   clásica   de   los   macrófagos   se   subdivide   en  M1   y  M2.   Los   macrófagos   con  
fenotipo   M1   derivan   de   la   activación   por   componentes   bacterianos,   por   ejemplo  
lipopolisacáridos,   LPS16,   o   la   citoquina   derivada   de   células   TH1,   IFNg.   En   tanto,   el  
fenotipo  M2  deriva  de   la  activación  por   la   citoquina  derivada  de  células  TH2,   IL-­‐‑4.     Los  
macrófagos  M2  muestran  mayor  capacidad  fagocítica,  mayor  expresión  de  receptores  de  
manosa,   receptor  scavengers,  mayor  producción  de  ornitina  y  poliaminas  a   través  de   la  
ruta  de   la  arginasa,  concomitantemente  con  un  bajo  perfil  de  IL-­‐‑12  y  alto  de  IL-­‐‑10  y  del  
receptor   señuelo   (del   inglés   decoy)   de   IL-­‐‑1,   IL-­‐‑1RA   (Figura   I-­‐‑5B).   En   términos   de  
interacción  con  células  linfoides,  los  macrófagos  M1  expresan  quimioquinas  atrayentes  de  
células  TH1  como  CXCL9  y  CXCL10  que  actúan  a  través  del  receptor  CXCR3;  en  tanto,  los  
                                                
15   TH1/TH2   (del   inglés  T  helper   1   o   2):  Células  T   efectoras   con   alta   secreción  de   IFNγ   (TH1)   y   su  
diana  son  los  patógenos  intracelulares,  o  IL-­‐‑4,  IL-­‐‑5,  IL-­‐‑10  e  IL-­‐‑13  (TH2),  cuyas  dianas  son  parásitos  
extracelulares.  
16  LPS:  del  inglés  lipopolysaccharide  
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macrófagos  tipo  M2  utilizan  quimioquinas  como  CCL17,  CCL22  (ambas   interactúan  con  
el   receptor   CCR4)   y   CCL24   (interactúa   con   el   receptor   CCR3)   para   atraer   células   TH2  
(Figura  I-­‐‑5A  y  5B).    
Sin   embargo,   en   algunos   escenarios   la   polarización  de  macrófagos   conlleva   a   fenotipos  
con  características   compartidos  entre   los   clásicos  M1  y  M2.  De  esta   forma,   la  activación  
con   LPS   o   IL-­‐‑1      conjuntamente   con   inmunocomplejos   de   anticuerpos,   TGFb,  
glucorticoides  o   IL-­‐‑10,     deriva   en   fenotipos   similares   a  M2  que   solo   comparten  algunas  
características   con   M2   (activados   con   IL4   o   IL-­‐‑13)   (Figura   I-­‐‑5C   y   5D).   Incluso   en  
condiciones  pato-­‐‑fisiológicas  en  las  que  los  macrófagos  se  enfrentan  a  señales  variables,  se  
han  descrito  fenotipos  intermedios  y  mixtos  entre  M1  y  M2.  Tal  es  el  caso  de  la  infección  
monocítica  por   el   citomegalovirus  humano  que   induce  una  polarización   atípica  M1-­‐‑M2  
con   alto   componente   M1   pero   con   algunos   M2   tal   como   la   expresión   de   genes   como  
IL1RA,  IL10,  CCL18  y  CCL22  [128].    
Figura   I-­‐‑5.   Activación   y   polarización   de  
macrófagos   y   su   interrelación   con  
linfocitos.   EROs,   especies   reactivas   del  
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1.4.3 Señalización  por  TLR4  
La   activación   de   macrófagos   y   otras   células   del   Sistema   inmune   innato   depende   de  
receptores  de  reconocimiento  de  patrones  moleculares,  como  los  TLR  [129].  Esta   familia  
de  receptores  consistente  de  13  miembros,  con  dominios  extracelulares  ricos  en  leucina  y  
responsable   del   reconocimiento   de   patrones   moleculares   microbianos   como   LPS   [130,  
131].  Particularmente,  TLR-­‐‑4  se  ha  asociado  a  la  activación  de  macrófagos  y  DCs  inducida  
por  policationes  [132].    En  términos  generales,  la  activación  de  TLR-­‐‑4,  por  parte  de  LPS  y  
con  ayuda  de   los  co-­‐‑receptores  CD14  y  MD2,  es  dependiente  de   la  proteína  adaptadora    
de  MyD88,   con   dominio   TIR   (del   inglés,   Toll/interleukin-­‐‑1   receptor)   (Figura   I-­‐‑6).   Ambas  
proteínas   interactúan  a   través  de   sus  dominios  TIR.  Esto  provoca   la   translocación  de   la  
quinasa   tipo   1   de   serina/treonina   asociada   al   receptor   de   IL-­‐‑1   (IRAK-­‐‑1,   del   inglés  
Interleukin-­‐‑1   receptor-­‐‑associated   kinase-­‐‑1)   en   conjunción   con   la   proteína   adaptadora  Tollip  
[133-­‐‑135].    IRAK-­‐‑1  contiene  motivos  consensos  para  la  interacción  con  TRAF6  (del  inglés,  
TNF   receptor   associated   factor   6),   que   es   reclutada   conjuntamente   con   la   quinasa   IRAK-­‐‑4,  
relacionada  con  IRAK-­‐‑1,  formando  así  el  denominado  Complejo  1.  La  autofosforilación  de  
IRAK-­‐‑4  conlleva  a   la  fosforalización  y  completa  activación  de  IRAK-­‐‑1  por  IRAK-­‐‑4  [136].  
Como   consecuencia,   IRAK-­‐‑1   se   desasocia   de   MyD88   y   Tollip,   pero   no   de   TRAF6.   El  
complejo  IRAK-­‐‑1/TRAF6  se  asocia  entonces  con  el  pre-­‐‑formado  complejo  proteico  TAK1  
(del  inglés,  Transforming  Growth  Factor  b-­‐‑activated  kinase  1)-­‐‑TAB1  (del  inglés,  TAK1-­‐‑binding  
protein)-­‐‑TAB2  (o  TAB3),  formando  el  denominado  Complejo  II  [137].    El  complejo  TRAF6-­‐‑
TAK1-­‐‑TAB1-­‐‑TAB2  (o  TAB3)  migra  al  citosol,  quedando  IRAK-­‐‑1  asociado  a  la  membrana  
donde  es  ubicuitinada  [138].    
Una  vez  en  el  citoplasma,  TRAF6  se  asocia  con  el  complejo  enzimático  de  conjugación  de  
ubicuitina  E2,  Ubc13/Uev1A,  formando  el  Complejo  III  [139].  Como  resultado,  TRAF6  es  
ubicuitinado  con  ayuda  de  su  dominio  dedo  de  zinc  RING17,  proceso  necesario  para   la  
                                                
17  Dominios  dedo  de  zinc  RING,  del  inglés    zinc  RING  finger:  tipo  de  dedo  de  zinc  conformado  
por   l   secuencia  aminoacídica  Cys3HisCys4  y  que  es  capaz  de  quelar  cationes  de  zinc.  El  dominio  
contiene  entre  40  y  60  aminoácidos.  RING,  acrónimo  de  Really  Interesting  New  Gene.  
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activación  de  IKK  y  la  quinasa  JNK18  [140].    Como  resultado,  NF-­‐‑kB  es  activado.  Co-­‐‑existe  
una   ruta   independiente   de   MyD88   que   involucra   el   reclutamiento   del   adaptador  
relacionado   con   TRIF   (del   inglés,   TIR-­‐‑domain-­‐‑containing   adapter-­‐‑inducing   interferon-­‐‑β),   y  
TRAM  (del  inglés,  TRIF-­‐‑related  adapter  molecule)  [141].    
Figura   I-­‐‑6.   Activación   de  
macrófagos   a   través   de   TLR4   por  
LPS.    
  
Como   consecuencia,   varios  
intermediarios   son   activados,  
incluido  la  familia  de  las  MAPK  
(p38,   p44/p42,   y   JNK)   que  
conducen   a   la   activación   del  
factor  de  transcripción  AP-­‐‑1  [142],  Akt  que  conduce    a  la  activación  de  NF-­‐‑kB  [143],  y  la  
quinasa  IKKi  que  conduce  a  la  activación  de  IRF3  [144]  (Figura  I-­‐‑7)  
1.4.4 Migración  de  macrófagos  
Los   macrófagos,   a   diferencia   de   leucocitos   y   neutrófilos   que   migran   a   velocidades  
ascendentes   a   25-­‐‑30   µm/min   in   vitro,   viajan   a   velocidades   ascendentes   de  
aproximadamente  1  µm/min.  Sin  embargo,  ante  estímulos  pueden  alcanzar   la  velocidad  
de   10   µm/min.   Los   macrófagos   muestran   los   dos   tipos   de   motilidades   celulares:   el  
movimiento  mesenquimal19  que  manifiesta  una  actividad  degradativa,  y  el  movimiento  
ameboide20,   necesario   para   el   trasiego   intersticial   de   las   células   sin   remodelación   de   la  
matriz  extracelular.  Especial  atención  merecen  los  podosomas,  estructuras  ricas  en  actina  
                                                
18  JNK:  del  inglés,  c-­‐‑jun  N-­‐‑terminal  kinase.  
19   Movimiento   mesenquimal   (del   inglés,   mesenchymal   movement):   modalidad   de   movimiento  
celular   caracterizado   por   la   polarización   celular   para   formar   un   frente   de   migración   con  
protrusiones  ricas  en  actina  (como  lamelopodias),  conllevando  a  las  interacciones  adhesivas  con  el  
substrato  y  actividad  proteolítica,  seguida  de  la  retracción  de  la  zona  trasera  contráctil.    
20   Movimiento   ameboide   (del   inglés,   amoeboid   movement):   modalidad   de   movimiento   celular  
similar   a   reptar   que   implica   la   formación   de   proyecciones   citoplasmáticas   temporales  
(pseudopodias)  y  que  no  manifiestan  actividad  degradativa.    
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filamentosa  asociados  con  células  mielomonocíticas.    Se  componen  de  un  núcleo  de  actina  
rodeado  por  moléculas  de  adhesión  y  estructurales.  Entre  estas,  destacan   las   integrinas,  
nucleadores  de   actina,   activadores  de   la  polimerización  de   actina,  proteínas  de  unión  y  
entrecruzamiento  de  actina,  así  como  quinasas,  GTPasas  pequeñas;  todas  ellas  regulan  la  
maquinaria  de  la  dinámica  de  formación  de  los  podosomas.  Estructuralmente  hablando,  
muestran  aproximadamente  1  µm  de  diámetro  y  0.4  µm  de  profundidad  que  se  extienden  
en   el   espacio   intracelular.   La  dinámica  de   formación   suele  durar  de   2   a   10  minutos,   en  
contraste  con  la  de  las  invadopodias  (ver  más  adelante),  que  dura  entre  1  y  3  horas  [145].  
Aunque   inicialmente   se   consideraron   estructuras   vinculadas   a   la   migración   dado   la  
elevada  dinámica  de  formación,  recientes  estudios  los  vinculan  a  la  actividad  degradativa  
de   células   como   los  macrófagos.   Esta   actividad   la   aportan   las   enzimas   presentes   en   la  
compleja   estructura   de   los   podosomas,   como   las   metaloproteinasas,   seprasas,   y  
catepsinas.    Entre  las  metaloproteinasas,  la  MT1-­‐‑MMP  juega  un  papel  importante  al  ser  la  
responsable   de   la   activación   de   otras   metaloproteinasas   como   MMP2   y   su   función  
intrínseca  de  colagenasa/gelatinasa  [146].    
1.4.5 Inmunogenicidad/Propiedades  adyuvantes  de  nanomateriales  
En  el  desarrollo     de  nanosistemas   terapéuticos,   el   estudio  de   la   inmunogenicidad   es  de  
vital   importancia  y  determina  la  factibilidad  de  su  uso  en  tratamientos  clínicos  [109].  La  
inmunoreactividad  de  las  nanopartículas  depende  de  las  capas  de  recubrimiento  así  como  
de  las  propiedades  químico-­‐‑físicas  como  el  tamaño,  la  carga  superficial  y  la  forma    [147-­‐‑
149].      Todas   estas   variables   influyen   en   la   interacción   de   las   nanopartículas   con   los  
componentes   del   SFM   en   su   paso   por   el   torrente   sanguíneo   y   linfático   y   su   paso   a   los  
tejidos  adyacentes  [150].  Igualmente,  a  la  largo  del  tránsito  de  los  nanomateriales  a  través  
de  los  fluidos    del  organismo,  interactúan  y  son  opsonizados21  por  proteínas  solubles,  y  a  
su  vez    interactúan  con  las  células  sanguíneas,  y/o  células  residentes  tisulares  con  posibles  
efectos  biológicos  en  las  mismas.  
                                                
21   Opsonización:   conjugación   de   opsoninas   a   la   superficie   de   microbios   y   macrocomplejos   que  
median  el  reconocimiento  por  células  fagocíticas  y  su  fagocitosis.  
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El  papel  de  la  nanomateriales  en  sistemas  vacunales  se  puede  diferenciar  desde  el  punto  
de  vista  de   la   acción  del  propio  material   respecto   al   antígeno:   (1)   nanomateriales   como  
meros   transportadores   del   antígeno;   (2)   nanomaterial   como   inmunopotenciador.   Estos  
últimos   basan   sus   propiedades   inmunopotenciadoras   en   la   interacción   con   el   sistema  
fagocítico  mononuclear  y   células  presentadoras  de  antígenos   (CPAs).  Variables   como   la  
ruta   de   internalización,   las   señales   de   maduración,   y   las   promotoras   de   presentación  
antigénica   cruzada   son   vitales   en   el   entendimiento   de   los   nanomateriales   como  
plataformas  adyuvantes.    
Generalmente,   las   partículas   con   tamaños   comparables   a   patógenos   pueden   fácilmente  
ser   reconocidos   e   internalizados  por  CPAs   e   inducir  una   respuesta   inmune   competente  
[151-­‐‑153].  Las  DCs  internalizan  preferencialmente  partículas  en  el  rango  de  20-­‐‑200  nm,  en  
tanto,  los  macrófagos  internalizan  partículas  en  el  rango  de  0.5-­‐‑5  µm  [151].  Al  igual  que  el  
tamaño,  la  cargar  superficial  influye  en  la  internalización  del  nanomaterial.  De  hecho,  los  
nanomateriales  catiónicos  (alta  carga  positiva  superficial)   inducen  mayor  internalización  
por   parte   de   CPAs   por   su   interacción   electrostática   con   los   dominios   cargados  
negativamente   en   sus   membranas   [154].   Por   ejemplo,   la   carga   positiva   superficial   de  
partículas  de  poliestireno  de  1  mm,  aumenta  la  internalización  de  las  mismas  por  DCs  y  
macrófagos  [155,  156].  Otro  factor  que  puede  influir  en  el  modo  en  que  los  nanomateriales  
interactúan  con  CPAs  es  su  hidrofobicidad/hidrofilia,  con  algunos  estudios  demostrando  
que  las  partículas  hidrofóbicas  muestran  una  mayor  inmunogenicidad  que  las  hidrofílicas  
[157].    
1.4.6 Polímeros  catiónicos  como  adyuvantes  
Los  polímeros  catiónicos  inducen  una  respuesta  inmune,  principalmente  por  la  activación  
de  macrófagos,  células  dendríticas  y  otros  tipos  celulares  relacionados  [158,  159].  No  solo  
inducen   una   respuesta   innata,   sino   también,   potencian   la   inmunidad   adaptativa,  
reforzando  su  potencial  como  adyuvantes  [160,  161].  
De  los  polímeros  catiónicos,  la  polietilenimina  (PEI)  es  capaz  de  inducir  la  diferenciación  
de  macrofágos  a  perfiles  M1  mediante  la  activación  de  la  señalización  por  TLR-­‐‑4  [132].  De  
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esta   forma,   cuando   es   inyectado   intratumoralmente,   la   PEI   conlleva   a   un   cambio   en   el  
perfil  de  activación  de  macrófagos  en  el  microambiente   tumoral,   con  un  aumento  de   la  
secreción  de  IL-­‐‑12  y  una  disminución  de  la  IL-­‐‑10  [162].    
1.4.7 Inmunogenicidad  de  nanomateriales  inorgánicos  
En   cuanto   a   la   inmunogenicidad   de   los   nanosistemas   sólidos,   basados   en   núcleos  
inorgánicos,   generalmente   óxidos   de   metales   y/o   metales,   los   indicios   son   más  
controvertidos.      Las  nanopartículas  de  óxido  de  hierro  (SPION)  modulan  negativamente  
la   respuesta   inmune  TH2  contra   la  ovoalbúmina   (OVA),  al   inhibir   la   respuesta   tardía  de  
hipersensibilidad  inducida  por  este  antígeno  en  ratones  [163]  o  la  secreción  inducida  por  
OVA   de   IFN-­‐‑γ   [164],   esta   última,   asociada   a   la   reducción   del   glutatión.   Sin   embrago,  
variando  las  concentraciones  de  SPIONs  se  obtienen  resultados  distintos  de  acuerdo  a  los  
diferentes   perfiles   T   helper   (TH)   en  modelo  murino   de   alergia   contra   OVA   [165].   Otros  
datos  asocian  a  las  nanopartículas  de  óxido  de  hierro  con  un  aumento  de  la  respuesta  TH1  
a  través  de  la  activación  de  DCs  mediado  por  exosomas  liberados  por  células  alveolares  
tras  el  tratamiento  con  nanopartículas  [166].  La  propia  degradación  de  las  nanopartículas  
puede  llevar  a  un  aumento  de  la  catepsina  L  así  como  también  de  la  secreción  de  ferritina,  
ambos   eventos   relacionados   con   el   aumento   de   la   secreción   de   TNF-­‐‑α   e   IL-­‐‑10   por   los  
macrófagos  [167].  
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Hipótesis  y  Objetivos  de  trabajo  
Hipótesis:   Las   nanopartículas   magnéticas   de   óxido   de   hierro   recubiertas   con  
poli-­‐‑etilénimina   podrían   interactuar   con   las   células   tumorales,   endoteliales,  
fibroblastos   o  macrófagos   induciendo   efectos   biológicos   independientemente   de  
su  función  como  agentes  de  transfección.  
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1.1 Objetivos  de  trabajo  
1.1.1 Síntesis   química   de   nanopartículas   magnéticas   recubiertas   con   poli-­‐‑
etilénimina  
1.1.2 Estudiar   la   capacidad   transfectante   de   nanopartículas   magnética  
recubiertas  con  poli-­‐‑etilénimina  
1.1.3 Estudiar   la   interacción   de   las   nanopartículas   magnéticas   recubiertas   con  
poli-­‐‑etilénimina   con   células   de   adenocarcinoma   pancreático   murino  
(Pan02)  
1.1.4 Estudiar   la   interacción   de   las   nanopartículas   magnéticas   recubiertas   con  
poli-­‐‑etilénimina  con  células  endoteliales  (SVEC4-­‐‑10)  y  fibroblastos  murinos  
(NIH  3T3)  
1.1.5 Estudiar   la   interacción   de   las   nanopartículas   magnéticas   recubiertas   con  
poli-­‐‑etilénimina   con   células   del   sistema   fagocítico   mononuclear  
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2. Materiales y Métodos 
2.1 Síntesis  de  nanopartículas  magnéticas  recubiertas  con  PEI  
Las  nanopartículas  magnéticas  recubiertas  con  polietilenimina  (PMag)  se  sintetizaron  de  
acuerdo  a  un  protocolo  previamente  publicado  [168].  A  una  mezcla  de  cloruros  de  Fe2+  y  
Fe3+   se   le   adicionó   una   solución   de   polietilenimina   (PEI)   de   25   y   750   kDa,   surfactante  
(Zonyl  FSA  o  Plurónico  F-­‐‑127)  y  NH4OH.  Ambas  soluciones  estaban  a  4     ̊C  y  en  atmósfera  
libre   de   oxígeno.   Inmediatamente,   el   producto   formado   (de   color   marrón-­‐‑oscuro)   se  
homogenizó   a   temperatura   ambiente   o   con   calentamiento   a   90      ̊C,   durante   2   h.  
Posteriormente,  se  dializó  contra  agua  destilada  y  esterilizada  por  >72  h  (Figura  M-­‐‑1).      
Para  la  caracterización  físico-­‐‑química  de  las  PMags  se  analizaron  diferentes  parámetros.,  
Se   tomaron   imágenes   de   electrón-­‐‑transmisión         (TEM,   del   inglés   Transmission   Electron  
Microscopy)    usando  el  microscopio  200-­‐‑KeV  JEOL-­‐‑2000  FXII  para  analizar  el  tamaño.  Para  
determinar   el   diámetro   hidrodinámico   y   el   potencial   zeta   (carga),   las   nanopartículas   se  
diluyeron  en  agua  destilada  hasta  ~  50  µμg/ml,  y  se  analizaron  por  dispersión  dinámica  de  
la  luz  (DLS,  del  inglés  Dynamic  Light  Scattering)  (Malvern  NanoZS).  La  difracción  de  rayos  
X  se  midió  en  un  difractómetro  para  polvo  Bruker  D8  Advance,  usando  radiación  de  Cu  
Kα   con   un   detector   de   energía   discriminatoria   (Sol-­‐‑X).   Las   muestras   se   secaron   en  
congelación  y  los  patrones  se  registraron  entre  10  y  80  en  2θ  a  0.01  grados/segundo.  
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Figura  M-­‐‑1.  Esquema  del  proceso  de  síntesis  de  las  nanopartículas  magnéticas  recubiertas  con  PEI.  
La   solución   de   recubrimiento/precipitación   se   constituye   de   PEI   25   o   750   kDa   con   surfactante  
(Zonyl  FSA  o  Pluronic  F-­‐‑127),  en  medio  alcalino  (NH4OH).  TA,  temperatura  ambiente.  
2.2 Reactivos  y  anticuerpos  
Las   polietilenimina   de   25   y   750   kDa,   Plurónico   F-­‐‑127,      Zonyl   FSA,   hidrocloruro   de  
Cloropromazina   (C8138),  Filipina   III   (F4767),  metil-­‐‑β-­‐‑ciclodextrina   (C4555),  hidrocloruro  
de   amilorida   (A0370000),   Citocalasina   D1   (C8273),   hidroanisole   butilado   (B1253),   y  
yoduro  de  definileno   (DPI:  D2926),   faloidina-­‐‑TRITC  (P1951)  y   faloidina-­‐‑Alexa  Fluor  488  
(P5282)      se   adquirieron  de  Sigma-­‐‑Aldrich.  DAPI   (T3605)  de   Invitrogen.  YOYO1   (Y3601)  
de  Molecular  Probes  (Life  Technologies).    
Los  anticuerpos  primarios  anti-­‐‑SIRT1  (#9475),-­‐‑Jagged1  (#2620),  -­‐‑ciclina  D1  (#2922),  -­‐‑fosfo-­‐‑
p38  (#9211),  -­‐‑fosfo-­‐‑p44/p42  MAPK  (#9106),  -­‐‑fosfo-­‐‑JNK  (#9251),  -­‐‑p38  (#9212),  -­‐‑JNK(#9252),  -­‐‑
p44/p42  MAPK  (#9475),  se  adquirieron  de  Cell  Signaling.  Los  anticuerpos  primarios  anti-­‐‑
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RelB   (sc-­‐‑226),   -­‐‑ciclina  A1   (sc-­‐‑596),   –sprouty1   (sc-­‐‑30048),   -­‐‑MMP2   (sc-­‐‑10736),   y   -­‐‑IRP2   (sc-­‐‑
14221),      fueron   adquiridos   de   Santa   Cruz   Biotechnology),   anti-­‐‑Notch1   (ab52627)   y   –
Colágeno  IV  (ab19808)  de  Abcam,  y  anti-­‐‑vinculina  (V9131)  de  Sigma-­‐‑Aldrich.  
2.3 Cultivo  celulares  
Las  líneas  celulares  utilizadas  fueron:  HEK293  (ATCC,  CRL-­‐‑1573),  HeLa  (ATCC,  CCL-­‐‑2),  
NIH   3T3   (ATCC,   CRL-­‐‑1658),   Pan02   (cortesía   del   Dr.   S.   Mañes,   CNB/CSIC),   SVEC4-­‐‑10  
(ATCC,  CRL-­‐‑2181),  B16F10   (ATCC,  CRL-­‐‑6475),  RAW264.7   (ATCC,  TIB-­‐‑71)   se   cultivaron  
en   medio   DMEM   con   los   aditivos   suero   fetal   bovino   (SFB)   (10   %),  
penicilina/estreptomicina,  L-­‐‑glutamina  (2  mM),  y  piruvato  de  sodio.  La  línea  celular  pro-­‐‑
monocítica  humana  THP1  (ATCC,  TIB-­‐‑202)  se  cultivó  en  medio  RPMI,  suero  fetal  bovino  
(10  %),  L-­‐‑glutamina  (2  mM),  y  penicilina/estreptomicina.     
2.4 Aislamiento  de  macrófagos  peritoneales  y  esplenocitos  de  ratón  
Los   ratones   C57BL/6J   (Jackson   Laboratories)   se   mantuvieron   en   ambiente   libre   de  
patógenos  en  el  Animalario  del  Centro  de  Nacional  de  Biotecnología  (CNB).  Los  estudios  
con   ratones   fueron   aprobados   por   el   Comité   de   Ética   para   la   Experimentación   con  
Animales  del  CNB  (Ref.  11022).  Ratones  hembras  C57BL/6J   (8   semanas  de  edad)   fueron  
sacrificadas,  y  10  ml  de  PBS  1X  frío  se  inyectaron  en  el  peritoneo.  Tras  un  lavado  leve  de  
la   cavidad   peritoneal,   se   recuperó   el   PBS   1X,   y   centrifugó   para   la   recuperación   de  
macrófagos  peritoneales.  Las  células  se  lavaron  con  PBS  1X  frío  y  resuspendidas  en  medio  
DMEM  completo   fresco.  Se  cuantificaron   los  macrofágos  y  plaquearon  para   los  ensayos  
de  activación.      
2.5 Ensayos  de  citotoxicidad    
Las  células  (2  x  104)  fueron  cultivadas  con  PMags  a  diferentes  concentraciones  en  medio  
completo  DMEM,  por  24  h  en  placas  de  cultivo  de  96  pocillos.  Durante  las  últimas  4  h,  se  
adicionó   el   reactivo      PrestoBlue   (Invitrogen,   #  A13261)   a   una   dilución   final   de   1:10.   Se  
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midió   la   fluorescencia   con   un   filtro   de   excitación   de   535   nm   y   de   emisión   de   615   nm.  
Como   control,   se   tomaron   las   medidas   de   fluorescencia   del   medio   completo   solo.   La  
viabilidad  celular  se  calculó  según  la  siguiente  fórmula:  
Viabilidad  (%) =  fluorescenciacélulastratadas -  fluorescenciamediountreated  cell  fluorescence -  medium fluorescence  * 100   
2.6 Conjugación  con  ADN  y  ensayos  de  transfección  con  pEGFP-­‐‑N3  
El  plásmido  pEGFP-­‐‑N3  (30  µμg/ml)  se   incubó  con  concentraciones  crecientes  de  PMags  a  
temperatura   ambiente   y   durante   30   minutos.   Los   conjugados   se   resolvieron   en   gel   de  
agarosa  al  1  %  y  las  bandas  de  ADN  visualizadas  por  luminiscencia  en  UV.  El  plásmido  
solo  se  tomó  como  control.    
Para  los  ensayos  de  transfección,  las  células  HEK293  se  cultivaron  en  placas  de  cultivo  de  
96   pocillos   en  medio   completo   DMEM   hasta   ~80   %   de   confluencia.   Posteriormente,   se  
lavaron   con   PBS   1X   frío,   y   se   incubaron   con   conjugados   PMag/pEGFP-­‐‑N3   en   medio  
completo  DMEM  (cantidad   total  por  pocillo   1000  ng  de  plásmido).  Después  de  48  h  de  
cultivo,  las  células  se  lavaron,  fijaron  con  PBS  1X/  paraformaldehído  (PFA)  4  %  durante  20  
minutos,   y   los   núcleo   fueron   teñidos   con   DAPI.   La   expresión   de   la   proteína   verde  
fluorescente   (GFP,   del   inglés   Green   Fluorescent   Protein)   se   analizó   por   microscopía   de  
fluorescencia.   
2.7 Conjugación  con  ARN  interferentes  y  ensayos  silenciamiento  de  BcL-­‐‑2  
ARN   interferentes   específicos   de   BcL-­‐‑2   (30   µμg/ml)      se   incubaron   con   concentraciones  
crecientes   de   PMags   a   temperatura   ambiente   y   durante   30  minutos.   Los   conjugados   se  
resolvieron   en   gel   de   agarosa   al   2   %   y   las   bandas   de   ARN   se   visualizaron   por  
luminiscencia   en   UV.   ARNi   sin   conjugación   se   tomaron   como   control.   Los   ARN  
interferentes  utilizados  son:  
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Tabla  M-­‐‑1.  Secuencias  de  ARN  interferentes  utilizados.  
ARNi   Secuencia  
ARNi  (a)   Pasajero:  5’-­‐‑GCUGCACCUGACGCCCUUCdTdT-­‐‑3’  
Guía:  5’-­‐‑GAAGGGCGUCAGGUGCAGCdT-­‐‑Metil-­‐‑3’  
ARNi  (b)   Pasajero:  5’-­‐‑GCUGCACCUGACGCCCUUCdTdT-­‐‑3’  
Guía:  5’-­‐‑GAAGGGCGUCAGGUGCAGCdT-­‐‑3’  
ARNi  (c)   Pasajero:  5’-­‐‑GFGAF22GAAGUACAFCCAUFdTdT-­‐‑3’  
Guía:  5’-­‐‑AAUGGAUGUACUUCAUCACdT-­‐‑Metil-­‐‑3’  
  
Para  los  ensayos  de  transfección,  las  células  HEK293  se  cultivaron  en  placas  de  cultivo  de  
6   pocillos   en   medio   completo   DMEM   hasta   ~80   %   de   confluencia.   Posteriormente,   se  
lavaron  con  PBS  1X  frío,  y  se  incubaron  con  conjugados  PMag/ARNi  en  medio  completo  
DMEM   (cantidad   total   por   pocillo   80   pmol   de  ARNi).   Después   de   48   h   de   cultivo,   las  
células   se   lavaron,   y   lisaron   para   la   obtención   de   lisado   de   proteínas.      Como   control  
positivo,  se  utilizó  el  reactivo  X-­‐‑tremeGene  (04476093001,  Roche),  siguiendo  los  pasos  de  
acuerdo  al  protocolo  de  la  compañía.  
2.8 Estudio  de  las  rutas  de  endocitosis  
Para  el  estudio  de   las  rutas  de  endocitosis   involucradas  en   la   internalización  de  PMags,  
las  células  fueron  pre-­‐‑tratadas  con  inhibidores  específicos  para  cada  ruta  de  endocitosis,  
en  medio  completo  DMEM.  Los  inhibidores  utilizados  fueron:  Cloropromazina  (10  µμg/ml,  
inhibidor  de  la  ruta  dependiente  de  clatrina);  Filipina  III  y  metil-­‐‑β-­‐‑ciclodextrina  (5  µμg/ml  
y   5   mM,   respectivamente,   ambos   inhibidores   de   la   ruta   dependiente   de   caveolina);  
amilorida   (0.625   mM,   inhibidor   de   la   macropinocitosis);   y,   Citocalasina   D   (10   µμM,  
desestabilizador  de   filamentos  de  actina).  Tras   el  pre-­‐‑tratamiento   con   los   inhibidores   se  
adicionaron   los   conjugados   PMag/pEGFP-­‐‑N3      (1000   ng   de   plásmido   por   pocillo),   y   se  
incubaron   las   células   por   48   h.   Se   analizó   la   expresión   de   GFP   por   microscopía   de  
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fluorescencia.   Se  procedió  de   igual  manera  para   el   ensayo  de   internalización/asociación  
del  conjugado  pGLuc-­‐‑YOYO1/PMag.  En  este  último  caso,  se  incubaron  por  4  horas. 
2.9 Activación  de  macrófagos  y  esplenocitos  
Células   RAW264.7   y   THP1   diferenciadas   durante   >72   h   con   PMA   fueron   cultivadas   en  
medio   completo   en   placas   de   cultivo   de   12   o   6   pocillos.   Cuando   fue   necesario,   se   pre-­‐‑
trataron  por  2  h  con  BHA  a  150  µμM,  CLI-­‐‑095  a  1  µμg/ml,  o  DPI  a  60  µμM.  Después,  fueron  
tratadas   con   PMags   a   6.25   µμg/ml   durante,   0,   30,   60   y   120   minutos   (para   ensayo   de  
activación   de   cascada   de   fosforilación),   o   6   h   (para   ensayo   de   secreción   de   citoquinas,  
marcadores  de  activación,  y  análisis  semi-­‐‑cuantitativo  RT-­‐‑PCR).  Las  monocapas  celulares  
se   lavaron   y   despegaron   para   su   posterior   lisis.   El   sobrenadante   de   los   cultivos   se  
conservó  a  –  80   ̊C  hasta  la  cuantificación  de  citoquinas.  
2.10 Tratamiento  de  la  línea  murina  de  carcinoma  pancreático,  Pan02  
Las   células   se   cultivaron   en   placas   de   cultivo   de   6   pocillos.   Cuando   fue   necesario,   se  
trataron   con   BHA   a   150   µμM   2   h   antes   del   tratamiento   con   PMags   (6.25   µμg/ml).   Se  
cultivaron  a  37     ̊C,  5  %  CO2  durante  2,  6  y  24  h.  Tras  el  periodo  de  cultivo  se  lavaron  con  
PBS  1X  frío  y  se  cosecharon  para  su  lisis  posterior.   
2.11 Determinación  de  especies  reactivas  del  oxígeno  (  EROs)  
Las  células   se   cultivaron  con  o   sin  estímulos,  y   se  añadió  por   los  últimos  15  minutos  el  
reactivo  H2DCF-­‐‑DA  (5  µμM)  a  37   ̊C  y  5  %  CO2,  para  permitir   la  reacción  de   las  esterasas  
intracelulares   que   oxidan   el   compuesto   a   su   forma   fluorescente   en   presencia   de   EROs.  
Inmediatamente  después  se  determinó  la  fluorescencia  por  citometría  de  flujo.  
2.12 Western-­‐‑blots  
Tras  estimulación,   las  células  se   lavaron  con  PBS  1X   frío,   rascadas,  y   fueron   lisadas  con  
solución   de   Tritón  X100   al   1  %   con   inhibidores   de   proteasas   (leupeptina,   1µμg/ml;  NaF,  
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5nM;   ortovanadato   de   sodio,   1mM;   fluoruro   de   fenilmetilsulfonilo,   (PMSF,   del   inglés  
phenylmethylsulfonyl  fluoride),  1  mM;  EDTA,  1  mM;  aprotinina,  1  µμg/ml;  y,  ácido  ocadaico,  
2   nM.   Iguales   cantidades   de   lisado   proteico   (40   µμg/pocillo)   se   dispensaron   y   se  
resolvieron   en   gel   SDS-­‐‑PAGE,   al   12   %.   Las   muestras   se   transfirieron   a   membranas   de  
nitrocelulosas  PVDF  de  0.2  µμm,  que  luego  fueron  bloqueadas  con  solución  salina  de  Tris-­‐‑
base   (TBS,   del   inglés   Tris-­‐‑base   saline)   1X/   Tween-­‐‑20,   0.05   %/albúmina   de   suero   bovina  
(BSA,   del   inglés   Bovine   Serum   Albumin),   5   %   (temperatura   ambiente,   30   minutos).   Las  
membranas   se   incubaron   con   anticuerpos  primarios  diluidos   en  TBS   1X/Tween-­‐‑20,   0.05  
%/BSA,   1   %,   durante   toda   la   noche   a   4   ̊C.   Posteriormente,   se   lavaron   con   la   misma  
solución   de   dilución   tres   veces,   e   incubaron   con   anticuerpo   secundario   conjugado   con  
HRP   (del   inglés,   horseradish   peroxidase)   a   una   dilución   1:1000   en   TBS   1X/Tween-­‐‑20,   0.05  
%/BSA,  1  %,  durante  1  h  a  temperatura  ambiente.  Tras  lavados  exhaustivos,  las  bandas  de  
proteínas   se   visualizaron   después   de   la   incubación   con   el   reactivo   de   detección   para  
Western   Blotting,   ECL   (Amersham,   RPN2106).   Se   usó   el   programa   ImageJ   (Institutos  
Nacionales  de  Salud,  NIH,  del  inglés  National  Institute  of  Health,  EUA)  para  cuantificar  la  
intensidad  de  las  bandas  correspondientes.  En  todos  los  casos,  se  referenciaron  los  valores  
contra  la  intensidad  de  expresión  de  β-­‐‑actina. 
2.13 ELISAs  
Se  utilizaron  kits  para  detectar  citoquinas  por  ELISA.  Las  citoquinas  determinadas  fueron  
IL-­‐‑12   p70   murina   (ELISA   Set,   555256,   BD   Biosciences);   IL-­‐‑12   p70   humana   (ELISA   Set,  
555183,  BD  Biosciences),   IL-­‐‑10  humana   (Quiantikine  ELISA  kit,  D1000B,  R&D),   e   IFN-­‐‑γ  
murino  (ELISA  Set,  55138,  BD  Biosciences).  Brevemente,  se  recubrieron  e   incubaron,  a  4  
°C  durante  toda  la  noche,  placas  High  binding  MaxiSorp  (NUNC)  con  el  correspondiente  
anticuerpo  de  captura  a  la  concentración  sugerida  en  solución  tampón  de  recubrimiento  
(carbonato   sódico,   0.1   M;   pH   9.5).      Tras   lavados   con   PBS   1X/Tween-­‐‑20,   0.05   %,   se  
bloquearon  con  ≥200  µμl  solución  diluyente  (PBS  1X/  SFB,  10  %)  durante  1  h  a  temperatura  
ambiente   (TA).   Tras   lavados,   se   aplicaron   las  muestras   y   los   estándares   respectivos.   Se  
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incubaron   a   TA   durante   2   h.   Se   lavaron   e   incubaron   con   el   anticuerpo   de   detección  
correspondiente  durante  1  h  a  TA.  Tras  lavados  exhaustivos,  se  incubaron  con  100  µμl  de  
solución   de   sustrato   a   TA   por   30   minutos.   La   reacción   se   paró   adicionando   50   µμl   de  
H2SO4.  Se  determinó  la  absorbancia  a  450  nm  con  sustracción  a  590  nm.    
2.14 PCR  semi-­‐‑cuantitativa  
Los   ARNs   fueron   extraídos   de   células   mediante   PureLink   RNA   Mini   Kit   (Applied  
Biosystems;   #12183018A).   Aproximadamente   30   ng   de   ARN   se   usó   por   muestra   para  
producir   ADN   complementario   mediante   una   retro-­‐‑transcripción   basada   en   la   enzima  
MultiScribe   (Applied   Biosystems,   High   Capacity   cDNA   Rverse   Transcription   Kit,   #  
4374966).  Un  programa  de  dos  pasos  para  la  reacción  de  retro-­‐‑transcripción  (RT-­‐‑PCR,  del  
inglés   reverse   transcription   PCR)   (95   ̊C  durante   15   segundos,   60      ̊C  por   60   segundos,   40  
ciclos)  fue  utilizado  para  la  amplificación  con  oligos  específicos  (Tabla  M-­‐‑2).  La  expresión  
de  genes  se  analizó  de  acuerdo  con  el  método  2-­‐‑ΔΔCt  y  referenciados  contra  la  expresión  del  
tránscrito  de  la  β-­‐‑actina.  Para  el  análisis  global,  se  transformaron  los  valores  de  expresión  
relativa   de   tránscritos   a   log2   y   se   representaron   como   mapas   de   color   (Heap   Maps)  
mediante  el  programa  MeV  (The  Institute  for  Genomic  Research).   
Tabla  M-­‐‑2.   Ontología   y   función   de   genes,   y   oligos   específico   para   la   amplificación   de  
tránscritos  (Sigma-­‐‑Aldrich)  
Gen   Localización23   Función     Oligonucleótidos  
Cat  
Cromosoma:  2;  








                                                
23  Datos  procedentes  de  NCBI  Gene  Database  
24  F:  del  inglés,  Forward  
25  R:  del  inglés,  Reverse 
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death  4  (inhibidor  
F:  AAGTACCTCATTTTCACCAC  
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vascular    A  
F:  TAGAGTACATCTTCAAGCCG  
R:  TCTTTCTTTGGTCTGCATTC  
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2.15 Estudio  de  IRP2  (del  inglés,  iron  responsive  element-­‐‑binding  protein)  
Células  RAW264.7  se  cultivaron  con  medio  completo  DMEM  sobre  cubreobjetos  tratados  
con  0.01  %  poli-­‐‑L-­‐‑lisina  (Sigma)  y  nanopartículas  a  una  concentración  final  de  6.25  µμg/ml.  
Se   incubaron   por   6   h   a   37   °C   y   5   %   de   CO2,   se   fijaron   con   PBS   1X   /PFA,   4   %,   y   se  
permeabilizaron      con   PBS   1X/Tritón   X100,   0.5   %,   fueron   incubadas   con   anticuerpo   de  
cabra  anti-­‐‑IRP2  (1:200)  toda  la  noche.  Subsecuentemente,  se  incubaron  con  Alexa488-­‐‑anti-­‐‑
IgG  de  cabra  (≥45  minutos,  a  TA),  y  se  montaron  con  Fluoromount  G  (SouthernBiotech)  
sobre   portaobjetos.   Se   usó   un   microscopio   confocal   Leica   TCS   SP5   con   un   objetivo   de  
inmersión  en  aceite  63x/1.4  NA  para  adquirir  imágenes,  y  la  fluorescencia  total  por  célula  
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(FTC)   se   calculó   en   imágenes   adquiridas   en   campos   aleatorios   usando   el   programa  
ImageJ  (NIH,  USA)  .  
2.16 Estudio  de  marcadores  de  activación  por  citometría  
Las   células   RAW264.7   fueron   tratadas   con   PMags,   LPS   y   PEI   por   6   h   y  marcadas   con  
anticuerpos   primarios:   FITC-­‐‑anti-­‐‑   I-­‐‑A/I-­‐‑E   (553623,   Pharmingen),   PE-­‐‑anti-­‐‑CD40   (553790,  
Pharmingen),   PE-­‐‑anti-­‐‑CD80   (553769,   Pharmingen)   y   PE-­‐‑anti-­‐‑CD86   (B7-­‐‑2,   105008,  
BioLegend).  Se  analizaron  las  células  en  citómetro  BD  FACScalibur.  El  programa  FlowJo  
(TreeStar  Inc.)  se  utilizó  para  el  análisis  de  estos  datos.  
2.17 Estudio  de  podosomas  e  invadosomas  
Células  RAW264.7   fueron  tratadas  con  PMags  (6.25 µμg/ml)  durante  6  h,   fijadas  con  PBS  
1X/   PFA   4   %,   permeabilizadas   con   PBS   1X/Tritón   X100   0.5   %,   y   marcadas   con   anti-­‐‑
vinculina  y  faloidina-­‐‑TRITC  (marca  F-­‐‑actina).      Los  núcleos  se  contrastaron  con  DAPI.  Las  
imágenes   se   tomaron   con   ayuda   de   un   microscopio   confocal   Leica   TCS      SP5   con   un  
objetivo  de  inmersión  en  aceite  63x/1.4  NA,  y  grabadas  con  detector  PMT.  La  adquisición  
en  campo  oscuro  se  realizó  usando  luz  láser  de  488  nm.  Las  imágenes  se  procesaron  con  
el  programa  ImageJ.  El  conteo  de  podosomas  e  invadosomas  se  realizó  usando  el  canal  de  
F-­‐‑actina  de  imágenes  adquiridas  de  la  zona  ventral  de  las  células,  y  basados  en  un  análisis  
de  imagen  en  ImageJ  descrito  por  Cervero  et  al.  [169](Figura  M-­‐‑2).    
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Figura  M-­‐‑2.  Las  imágenes  se  procesaron  siguiendo  un  procedimiento  similar  al  descrito  [169].  (A)  
La   imagen   de   F-­‐‑actina   se   convirtió   a   8-­‐‑bit   para   definer   tanto   las   máscaras   celulares   como   los  
podosomas.   (B)   La   imagen   se   suavizó   (Process>Smooth),   el   ruido   de   fondo   reducido   (Gamma  
(Process>Math>Gamma  (aquí  1.00)),   seguido  por  Median   (Process>Filters>Median),  y  desenfoque  
gausiano  (Process>Filters>Gaussian  Blur);  entonces,  se  ajustó  el  umbral  (Image>Adjust>Threshold  
(5   to   255)).   La   imagen   se   convirtió   a   formato   binario   (Process>Binary>Make   Binary).   Las   células  
individuales  se  separaron  manualmente,  y  se  definieron  como  regiones  de  interés  (ROI,  del  inglés  
region   of   interest)   usando   la   herramienta   de   análisis   de   partículas   (Analyze>Analyze   Particles  
(tamaño:   150-­‐‑infinity   µμm2   and   Circularidad:   0-­‐‑1).   (C)   Las   ROI   se   chequearon   contra   la   imagen  
original.   (D)   Se   definieron   los   ‘puntos-­‐‑calientes’   de   F-­‐‑actina:   suavizando   (Process>Smooth),  
substrayendo   fondo   (Process>Subtract   Background   (6)),   y   el   contraste   se   subió   con   ayuda   de   la  
corrección   gamma   (Process>Gamma   (1.00))   seguido   del   filtro   tipo   convolve  
(Process>Filters>Convolve  (de  matríz  5x5  con  todos  los  elementos  a     -­‐‑1,  excepto  el  valor  central  a  
30).   La   imagen   se   convirtió   a   formato   binario   (Process>Binary>Make   Binary)   y   los   objetos  
adyacentes   separados   con   la   función   Watershed   (Process>Binary>Watershed).   (E)   Luego   se  
identificaron   a   los   podosomas   se   cuantificaron   según   el   procedimiento:   (Analyze>Analyze  
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Particles  (tamaño:  0.05-­‐‑5  µμm2  and  Circularidad:  0.8-­‐‑1.0)).  (F)  Finalmente,  usando  el  controlador  de  
ROIs   (Analyze>Tools>ROI   Manager),   los   podosomas   se   cuantificaron   por   ROI   usando   la  
herramienta   Find   Maxima   (Process>Find   Maxima,   con   “Noise   Tolerance”   a   0).   (Modificado   de  
[170]  )  
2.18 Ensayos  de  degradación  de  gelatinas  
La  gelatina  de  tipo  de  piel  porcina  (2  mg/ml,  Sigma-­‐‑Aldrich)  se  diluyó  a  37  °C  en  solución  
de  Na2B4O7  a  50  mM  y  NaCl  a  61  mM  a  pH  9.3;  luego,  se  tiñó  con  solución  de  isotiocianato  
de  rodamina  B  (Sigma-­‐‑Aldrich;  36  µμg/ml,  2  h,  en  oscuridad).  Después  de  3  días  de  diálisis  
en  PBS  1X  con  cambio  de   tampón  2-­‐‑3  veces  al  día,  se  usó  80  µμl  de  gelatina   fluorescente  
para   cubrir   los   cubre-­‐‑objetos;   se   favoreció   el   entrecruzamiento   químico   con   ayuda   de  
solución   de   glutaraldehído   al   0.5   %   en   PBS   1X.   Tras   el   tratamiento   con   solución   de  
borihidrato  de  sodio  a  5  mg/ml  (3  min),  los  cubre-­‐‑objetos  se  esterelizaron  con  etanol  al  70  
%  e  incubaron  con  medio  de  cultivo  libre  de  suero  antes  de  su  uso.  Las  células  (2  x  104)  se  
cultivaron   solas   o   con   PMags   (6.25   µμg/ml)   o   LPS   (1   µμg/ml)   sobre   los   cubre-­‐‑objetos  
cubiertos   con  gelatina  marcada   fluorescentemente  durante   24  h,   se   fijaron  y  procesaron  
para   inmunofluorescencia.   Las   zonas   no   fluorescentes   de   la   gelatina   (oscuras,   gelatina  
degradada)  fueron  contadas  examinando  >10  campos  visuales  aleatorios  con  un  objetivo  
20x  en  tres  ensayos  independientes.    
2.19   Ensayos  de  cierre  de  herida  
Se   cultivaron   células   Pan02   o   SVEC4-­‐‑10   en  placas   de   12   pocillos   con  molde  de   silicona  
(Ibidi  culture-­‐‑inserts,  Ibidi)  adherido  al  fondo  para  dejar  espacio  libre  de  células  (herida).  
Al   llegar  a  100  %  de  confluencia  se  retiraron  los  moldes  y  se  trataron  las  células  con  los  
diferentes  estímulos,  y  se  monitorearon  entre  18y  20  h  tres  campos  correspondientes  a  la  
abertura  en   la  capa  celular,  con  una  amplificación  de  10x.  Se   tomaron  fotos  cada  1  h  de  
cultivo   de   los   campos.   Las   imágenes   se   adquirieron   con   el   microscopio   invertido   de  
fluorescencia   Leica   DMI6000B   con   lente   Leica   HC   PL   10x0.3   NA.   Para   cuantificar   el  
porcentaje  de  cierre  de  la  abertura  en  la  capa  celular  se  utilizó  el  programa  ImageJ  con  el  
cual  se  calculó  el  por  ciento  de  área  invadida  respecto  al  área  de  la  abertura  a  tiempo  0.    
Materiales  y  Métodos   39  
 
Para  el  análisis  de  los  datos  primarios  obtenidos  (curvas  de  porcentaje  de  invasión  contra  
tiempo   en   h),   analizamos   la   zona   de   la   curva   en      la   que   se   detecta   linealidad.  
Determinamos  en  esta  zona    la  pendiente  de  la  recta  (%  /  h).  A  continuación  calculamos  la  
velocidad  del  frente  celular  según  la  fórmula:  𝑉𝐹𝐶 = (𝑝𝑒𝑛𝑑𝑖𝑒𝑛𝑡𝑒 ∗ 𝐴𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙)/𝐷ℎ𝑒𝑟𝑖𝑑𝑎  
donde,  VFC:  velocidad  del  frente  celular  (µm/h);  pendiente:  pendiente  de  la  zona  lineal  de  
la  curva;  Atotal:  área  total  en  µm2  de  la  figura;  Dherida:  distancia  de  la  herida  a  abertura  a  
tiempo  0  h.    
Para  el  análisis  de  recorrido  individual,  se  siguió  una  misma  célula  a  la  largo  de  todas  la  
fotos  tomadas,  se  calculó  la  distancia  recorrida  desde  el  borde  de  la  herida  en  el  eje  de  las  
y  y  las  x.  El  índice  de  direccionalidad  se  calculó  según  la  fórmula:  𝐼𝐷𝑀 = 𝐷𝑣𝑒𝑐𝑡𝑜𝑟𝑖𝑎𝑙/𝐷𝑟𝑒𝑐𝑜𝑟𝑟𝑖𝑑𝑎  
donde,   Dvectorial:   distancia   desde   el   punto   de   inicio   al   punto   final   en   línea   recta;   y,  
Drecorrida:  distancia  acumulada  total  desde  el  punto  inicial  al  final.  
2.20   Ensayos  de  degradación  de  membrana  basal  intestinal  murina  
Se  aislaron  las  membranas  basales  del  peritoneo  de  ratones  según  la  técnica  descrita  [171],  
y  se  montaron  en  transwell  de  6.5  mm  de  diámetro  y  sellados  con  una  mezcla  50:50  de  cera  
y  parafina.    Las  células  mesoteliales  se  eliminaron  por  exposición  a  hidróxido  de  amonio  
(1  N)  durante  30  min.  Se  lavaron  extensivamente  con  PBS  1X,  y  se  esterilizaron  con  etanol  
al  70  %.  Las  células  se  adicionaron  en  un  volumen  de  100  µl  encima  de  las  membranas,  en  
tanto,  en  la  cámara  de  abajo  se  adicionaron  600  µl  de  medio  de  cultivo  completo.  Tras  1  h  
de  incubación  a  37  °C  y  5  %  de  CO2,  se  adicionaron  a  la  cámara  de  arriba  que  contenía  las  
células,  100  µl  de  medio  de  cultivo  completo  solo  o  con  PMag  (6.25  µg/ml).  Se  incubaron,  
entonces,   durante   24  h   a   37   °C  y   5  %  de  CO2.  Al   término  del   tiempo  de   incubación,   se  
fijaron  las  células  con  paraformaldehído  (PFA)  al  4  %  durante  20  min,  se  lavaron  con  PBS  
1X   y   se   incubaron   con   anticuerpo   anti-­‐‑colágenos   IV   por   3   h   a   TA.   A   continuación,   se  
permeabilizaron  las  células  con  tritón  X-­‐‑100,  0.05  %,  y  se  incubaron  con  faloidina-­‐‑A488  y  
anticuerpo   secundario   de   cabra   anti-­‐‑conejo-­‐‑TRITC,   y   a   continuación   con   DAPI.         Para  
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cuantificar   el   colágeno   IV   internalizado   por   las   células,   se   permeabilizaron   antes   de  
incubar  con  el  anticuerpo  primario  contra  el  colágeno  IV.  
Se   tomaron   imágenes   de   series   de   secciones   en   profundidad   de   la   membrana   basal   a  
intervalos  de  2  µm    con  ayuda  del  microscopio  confocal  Leica  TCS    SP5  con  un  objetivo  de  
40x/1.4  NA,  y  grabadas  con  detector  PMT.  El  área  libre  de  colágeno  en  las  membranas  se  
calculó  sobre  las  proyecciones  z  8-­‐‑bit  de  las  imágenes  captadas,  y  se  normalizaron  con  el  
área   libre   de   colágeno   en  membranas   basales   nativas   (sin   células).   El   área   degrada  por  
células  se  calculó  según  la  fórmula:  𝐴𝑑𝑒𝑔𝑟𝑎𝑑𝑎𝑑𝑎 = (𝐴𝑠𝑐𝑡𝑟𝑎𝑡𝑎𝑚𝑖𝑒𝑛𝑡𝑜 − 𝐴𝑠𝑐𝑀𝑏)/𝑁𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠  
donde,  Ascdegrada:  área  degrada  (sin  colágeno)  con  tratamiento;  AscMb:  área  degrada  (sin  
colágeno)  en  las  membranas  basales  nativas;  y,  Ncélulas:  número  de  células  por  campo.  
Para  cuantificar  el  colágeno  IV  internalizado,  se  calculó  con  ayuda  del  programa  ImageJ  
la   intensidad   de   colágeno   sobre   proyecciones   z   de   las   imágenes   tomadas   hasta   la  
aparición  de  la  membrana  basal,  y  se  normalizó  con  la  intensidad  de  la  actina  en  la  misma  
proyección.  
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3.1. Síntesis  química  y  caracterización  química-­‐‑física  de  las  nanopartículas  
Con  el  objetivo  de  obtener  nanopartículas  magnéticas  con  cubierta  de  polietilenimina,  nos  
basamos  en  el  método  de  síntesis  por  co-­‐‑precipitación  en  medio  alcalino  de  una  mezcla  
de  cloruros  hidratados  de  Fe2+  y  Fe3+.  En  el  medio  de  reacción  se  adicionó  conjuntamente  
polietilenimina  (PEI)  y  Zonyl  FSA  o  Plurónico  F-­‐‑127  como  surfactantes.  Se  mezclaron  las  
soluciones   de   cloruros   de   hierros   con   soluciones   de   polietilenimina   en   medio   alcalino  
(NH4OH)  rápidamente  a  4   ̊C,  y,  posteriormente,  se  homogenizó  con  ayuda  de  un  agitador  
durante  2  h  y  en  ambiente  libre  de  oxígeno  (N2  burbujeante).  Durante  estas  2  h  se  calentó  
hasta  90   ̊C  o  se  dejó  a  temperatura  ambiente  (TA).    
Tras  la  diálisis  exhaustiva  (>  72  h)  contra  agua  destilada,  se  procedió  a  la  caracterización  
físico-­‐‑química   por   dispersión   dinámica   de   la   luz   (DLS,   del   inglés   Dynamic   Light  
Scattering).   Todas   las   nanopartículas   magnéticas   recubiertas   con   polietilenimina   (PEI),  
cuya  nomenclatura  a  partir  de  ahora  será  PMag,  mostraron  un  diámetro  hidrodinámico  
superior  a  los  120  nm  (PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90   ̊C)  R20:1),  alcanzando  los  228  nm  para  el  
caso   de   PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA   (TA26)   (Tabla   R-­‐‑1).   Como   era   de   esperar,   la   carga  
superficial  demostró  ser  altamente  positiva  debida  a  la  presencia  de  PEI,  variando  de  los  
+   52.2   de   PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA   (90   ̊C)  R2:1   hasta   los   +   67.1   de   PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA  
                                                
26  TA:  acrónimo  de  temperatura  ambiente  
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(TA).    No  se  testaron  las  PMag  25Lin-­‐‑Zonyl  FSA  (90   ̊C)  por  haber  mostrado  inestabilidad  
en  medio  acuoso  (formación  de  precipitado).  
Tabla  R-­‐‑1.  Características  químico-­‐‑físicas  de  las  nanopartículas  determinados  por  DLS  
Nanopartícula  (PMag)   Diámetro  hidrodinámico  (nm)  
Potencial  Z  
(mV)  
25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (TA#)   228  ±  1.1   +  67.1  
25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90  C)  R2:1*   144  ±    0.2   +  52.2  
25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90  C)  R5:1   144   +  52.2  
25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90  C)  R10:1   158  ±.3  0.4   +  69.4  
25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90  C)  R20:1   120.2  ±    1.75   +  54.3  
25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90  C)  R50:1   134.1  ±  1.71   +  54.5  
25Br-­‐‑Plurónico  F-­‐‑127   160.5±      1.4   +  61.7  
750Br-­‐‑Zonyl  FSA   139.3  ±  1.3   +  56.8  
 #   TA:   temperatura   ambiente;   *   R:   proporción   de   PEI:   Zonyl   FSA   (g/ml).   El   protocolo  
original  utilizó  2:1 
El  análisis  por  microscopía  electrónica  de  transmisión  reveló  la  presencia  de  un  núcleo  de  
óxido  de  hierro  de  aproximadamente  11  nm  para  los  caso  analizados  de  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  
FSA  (TA),  25Br-­‐‑Zonyl  FSA,  y  25Br-­‐‑Pluronic  F-­‐‑127  (Figura  R-­‐‑1,  A).    
Con  el  objetivo  de  analizar  el  efecto  de  la  disminución  del  surfactante  Zonyl  FSA  sobre  las  
propiedades  de  las  PMags,  variamos  la  proporción  utilizada  durante  la  reacción  química  
de  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90     ̊C)  manteniendo  constante  la  cantidad  de  PEI  usado.  Ni  el  
diámetro  hidrodinámico  ni  la  carga  superficial  parecieron  depender  de  la  proporción  de  
surfactante  utilizado  (Tabla  R-­‐‑1).    
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Posteriormente,   para   confirmar   la   presencia   del   policatión   PEI   en   la   estructura   de   las  
nanopartículas   magnéticas   obtenidas,   sometimos   las   PMags   a   estudio   de   absorción   de  
infrarrojo.  Un  pico  de  absorción   intensa  se  detectó  en   la   franja  de   frecuencias  2800-­‐‑3000  
cm-­‐‑1  y  alrededor  de  1500  cm-­‐‑1  del  espectro,  que  corresponden  a  la  energía  vibracional  de  
residuos   alquenos   (Figura   R-­‐‑1,   B).   Un   pico   característico   de   absorción   de   mediana  
intensidad  se  observó  a  en  el  rango  de  frecuencia  de  3300-­‐‑3600  cm-­‐‑1,  que  corresponde  a  la  
energía  vibracional  de  enlaces  N-­‐‑H  de   las  aminas.   Igualmente,   encontramos  otros  picos  
de  absorción  típicas  de  aminas  primarias  que  cubren  el  rango  de  1200-­‐‑1700  cm-­‐‑1(Figura  R-­‐‑
1,  B).  La  intensa  absorción  en  el  rango  de  frecuencias  de  500-­‐‑600  cm-­‐‑1  en  todos  los  casos,  
pero  no  para  PEI,  se  debe  a  la  presencia  del  enlace  Fe-­‐‑O  (Figura  R-­‐‑1,  B).    
Capítulo  3:  Resultados   44  
 
Figure  R-­‐‑1.  Caracterización  físico-­‐‑químico  de  las  nanopartículas  recubiertas  con  PEI  de  25  kDa.  (A)  
Imágenes  electrónicas  de  trasmisión  de  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (TA),  25Br-­‐‑Zoyl  FSA  (90  °C),  25Br-­‐‑
 Plurónico  F-­‐‑127,  y  750Br-­‐‑Zonyl  FSA.  (B)  Perfil  de  absorción  en  infrarrojo  de  las  nanopartículas.
El  estudio  del  difractograma  de  las  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90     ̊C)  y  25Br-­‐‑Plurónico  F-­‐‑127  
mostró   la   presencia   de   picos   característicos   del   perfil   de   espín   inverso      presentes   en  
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compuestos   como   la  maghemita  y  goethita   (Figura  R-­‐‑3,  A).   El  perfil   de   absorción   en   el  
espectro  de  infrarrojo  para  las  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90     ̊C)  obtenidas  con  variaciones  en  
la   proporción   de   Zonyl   FSA   durante   la   síntesis   química,   demostró   la   presencia   del  
policatión  al  mostrar  los  picos  de  absorción  antes  mencionados  (Figura  R-­‐‑2).  
Figura  R-­‐‑2. Caracterización  por   infrarrojo  de   las  nanopartículas  PMag  25Br-­‐‑Zoyl  FSA  (90  C)   con  
variaciones  en  la  proporción  de  Zonyl  FSA  utilizado  durante  la  reacción  química. 
El  análisis  termogravimétrico27  para  tres  de  las  nanopartículas  recubiertas  con  PEI  de  25  
kDa,  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90     ̊C),  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (TA)  y  25Br-­‐‑Plurónico  F-­‐‑127,  arrojó  
un  porcentaje  de  contenido  orgánico  de  51,  10,  y  65  %,  respectivamente  (Figura  R-­‐‑3,  B).  
PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA   (90      ̊C)   y   25Br-­‐‑Plurónico   F-­‐‑127   mostraron   una   magnetización  
máxima  de  47  y  28  emu/g  (Figura  R-­‐‑3,  C),  diferencia  probablemente  debida  al  contenido  
de  goethita  de  PMag  25Br-­‐‑Plurónico  F-­‐‑127  (Figura  R-­‐‑3,  A).  
  
                                                
27   Termogravimétría:   método   de   estudio   de   la   masa   o   peso   de   substancias   basado   en   la  
descomposición  térmica  
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Figura  R-­‐‑3.  Caracterización  físico-­‐‑químico  de  las  nanopartículas  recubiertas  con  PEI  de  25  kDa.  (A)  
Difractograma   de   25Br-­‐‑Zoyl   FSA   (90   °C)   y   25Br-­‐‑Plurónico   F-­‐‑127,   mostrando   la   presencia   de  
maghemita  y  goethita.  (C)  Curvas  de  histéresis  de  PMag  25Br-­‐‑Zoyl  FSA  (90  °C)  y  25Br-­‐‑Plurónico  F-­‐‑
 127.
3.2. Citotoxicidad  y  eficiencia  de  transfección  
3.2.1. Citotoxicidad  contra  líneas  tumorales  
Para   determinar   cómo   las   PMags   afectan   la   viabilidad   celular,   incubamos   las   líneas  
celulares  Pan02  (adenocarcinoma  pancreático  de  ratón),  NIH  3T3  (fibroblastos  murinos),  
HeLa   (tumor   cervical   humano),   B16F10   (melanoma   murino),   y   HEK293   (células  
embrionarias  de  riñón  humano)  con  concentraciones  crecientes  de  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  
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(TA),  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90     ̊C),  PMag  25Br-­‐‑Pluronic  F-­‐‑127,  y  PMag  750Br-­‐‑Zonyl  FSA.  
El   tiempo   de   incubación   fue   de   24   h   a   37      ̊C   y   5   %   CO2.   Puesto   que   un   componente  
importante  de  las  PMags  es  PEI  que  ha  demostrado  ser  citotóxico  per  se,  era  de  esperar  un  
impacto   negativo   sobre   las   células   a   altas   concentraciones   de   nanopartículas.   Todas   las  
PMags  ensayadas  mostraron  citotoxicidad  creciente  en  la  medida  en  que  aumentamos  las  
concentraciones  de  nanopartículas.  Sin  embargo,  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (TA),  pese  a  estar  
compuesta   por   PEI,   no   indujo   toxicidad   significativa   en   estas   células   (Figura   R-­‐‑4).   No  
obstante,   su   poco   porcentaje   de   material   orgánico   podría   explicar   esta   diferencia.   La  
máxima  concentración  a  la  que  no  observamos  toxicidad  apreciable  fue  de  6.25  µμg/ml.    
Figura  R-­‐‑4.  Citotoxicidad  de  diferentes  PMags  .  Células  de    Pan02,  NIH  3T3,  HEK293    y  HeLa  se  
cultivaron   con   las   diferentes   nanopartículas   por   24   h.   Al   término   del   cultivo   se   determinó   la  
  viabilidad  mediante  ensayo  de  viabilidad  con  PrestoBlue  (ver  Métodos).
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Al   comparar   la   citotoxicidad   de   PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA   (90      ̊C)   obtenidas   a   diferentes  
proporciones   de   PEI   (g):   Zonyl   FSA   (ml),   observamos   una   ligera   disminución   de   la  
toxicidad   contra   las   células   B16F10   y   HeLa   para   los   casos   de   PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA  
(90      ̊C)   (5:1)   y   (10:1)   (Figura  R-­‐‑5).   Tal   resultado  no   se   observó   en   el   caso  de   las   células  
HEK293.    
Figura   R-­‐‑5.   Citotoxicidad   de   diferentes   PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA   (90      C).   Células   (A)   B16F10,   (B)  
HEK293,   y   (C)   HeLa   se   cultivaron   con   las   diferentes   nanopartículas   por   24   h.   Al   término   del  
cultivo   se   determinó   la   viabilidad   mediante   ensayo   viabilidad   con   PrestoBlue   (ver   Métodos).  
  Proporción  PEI  (g):  Zonyl  FSA  (ml).
  
3.2.2. Internalización  y  eficiencia  de  transfección  
Para  probar  el  concepto  de  PMag  como  nanotransportador  de  moléculas  de  ADN  o  ARN,  
utilizamos   el   plásmido   codificante   para   la   proteína   verde   fluorescente   (GFP,   del   inglés  
Green   Fluorescent   Protein)   pEGFP.   Primero,   co-­‐‑incubamos   el   plásmido      (30   µμg)   con  
concentraciones   crecientes   de   las   diferentes   PMags,   hasta   una   proporción   másica   de  
Fe/pEGFP  de  6.4.  A  continuación,  realizamos  ensayo  de  retardo  en  gel  de  agarosa  al  1  %  
para  determinar  los  niveles  relativos  de  plásmido  que  migran.  
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La   mayoría   de   las   PMags   analizadas   fueron   capaces   de   empaquetar   el   plásmido  
impidiendo   su  migración  en  gel   entre   las  proporciones  de  0.2   a   0.4   (Figura  R-­‐‑6,  A).   Sin  
embargo,  la  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (TA)  mostró  100  %  de  conjugación  con  el    plásmido  a  
3.2  de  proporción,  sugiriendo  su  baja  capacidad  de  conjugación  probablemente  debido  a  
su   bajo   contenido   orgánico   (Figura   R-­‐‑2,   B).   Ajustando   a   una   curva   de   unión   los  
porcentajes   de   ADN   conjugado   a   las   PMags   contra   la   concentración   de   estas   últimas,  
obtuvimos   valores   aproximados   de   las   constantes   de   disociación   (KD)   para   tales  
equilibrios   químicos.   La  KD   es   inferior   a   12   10-­‐‑5  M   para   todos   los   casos,   excepto   PMag  
25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (TA),  cuyo  análisis  arrojó  un  valor  superior   igual  a  91.27  10-­‐‑5  M  (Figura  
R-­‐‑6,  B).  
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  Figura  R-­‐‑6.  Empaquetamiento  de  plásmido  pEGFP-­‐‑N3    por  PMags.  (A)  Ensayo  de  retardo  en  gel  
para  conjugados  de  PMags.  (B)  Curvas  de  unión  de  pEGFP-­‐‑N3  a  PMags.  Inserto:  los  valores  de  KD  
  tras  ajuste  de  los  valores.  
Conocidas  las  proporciones  másicas  óptimas  para  la  conjugación  del  plásmido  pEGFP,  a  
continuación  realizamos  ensayos  de  transfección  con  los  conjugados  obtenidos,  para  una  
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cantidad  final  de  plásmido  de  1000  ng  por  pocillo.  Los  niveles  de  transfección  de  células  
HEK293  variaron  de  un  20  a  un  40  %  del  total  a  las  48  h  para  el  caso  de  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  
FSA   (90      ̊C)   y   PMag   25Br-­‐‑Plurónico   F-­‐‑127.   No   obstante,   el   conjugado   con   PMag   25Br-­‐‑
Zonyl  FSA  (TA)  no  fue  capaz  de  transfectar  dichas  células    (Figura  R-­‐‑7).  
Figure  R-­‐‑7.   Transfección  de   células  HEK293   con  pEGFP-­‐‑N3   conjugado   con  PMags.  Cantidad  de  
plásmido  por  pocillo,  1000  ng,  48  h  de  incubación.  Imágenes,  20x.  
  
Las  variantes  de  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90  °C)  obtenidas  con  menor  proporción  de  PEI,  
mostraron   una   eficiencia   similar   de   conjugación   de   ADN   y   de   transfección   de   células  
HEK293  entre  ellas  (Figura  R-­‐‑8).  
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Figura  R-­‐‑8.  Eficiencia  de  transfección  de  diferentes  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90     C).  (A)  Curvas  de  
unión  del  plásmido  pEGFP-­‐‑N3  con  las  distintas  PMags.  (B)  Expresión  de  células  HEK293  con  los  
  conjugados  PMag/pEGFP-­‐‑N3  (1000  ng/pocillo)  a  las  48  h.  Imágenes,  20X.
  
Con  el  objetivo  de  estudiar  el  mecanismo  de  endocitosis  de  los  conjugados  PMag/pEGFP,  
las   HEK293   fueron   previamente   tratadas   durante   2   h   con   inhibidores   de   rutas   de  
endocitosis  dependiente  de  clatrina  (Cloropromazina),  de  caveolina  (Filipina  III  y  Metil-­‐‑β-­‐‑
ciclodextrina),   de   macropinocitosis   (Amilorida),   y   de   la   polimerización   de   actina  
(Citocalasina  D)   como  control  de   inhibición  de   la   actividad  endocítica.     Posteriormente,  
fueron   transfectadas   con   los   conjugados   PMag/pEGFP.   Los   conjugados   estudiados   de  
PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90     ̊C),  25Br-­‐‑Plurónico  F-­‐‑127,  y  750Br-­‐‑Zonyl  FSA  mostraron    una  
capacidad   disminuida   de   transfección   tras   el   tratamiento   de   las   células   con   Metil-­‐‑β-­‐‑
ciclodextrina,   y   en   menor   medida,   con   Cloropromazina   (Figura   R-­‐‑9),   sugiriendo   la  
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dependencia  de  la  internalización,  y  por  consiguiente,  la  transfección  de  la  ruta  endocítica  
dependiente  de  caveolina.    
Figura  R-­‐‑9.   Ruta   de   endocitosis  de  magnetoplejos   de  ADN  plasmídico.   Células  HEK293   se  pre-­‐‑
trataron   con   inhibidores   de   varias   rutas   de   endocitosis,   y   luego,   se   transfectaron   con   diferentes  
magnetoplejos  por  48  h.  (A)  Expresión  de  GFP  con  el  núcleo  celular  (azul,  DAPI).  Imágenes,  20X.  
(B)  Resumen.  Al  menos  se  cuantificaron  6  campos  aleatorios.  Todas  las  muestras  se  analizaron  por  
triplicado.  *p  ≤  0.05,  test  de    Mann-­‐‑Whitney.     
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Para  confirmar  estos  datos,  pre-­‐‑tratamos  por  2  h  células  HeLa  con  los  antes  mencionados  
inhibidores  de   las   rutas  de  endocitosis,  y,  posteriormente   las   co-­‐‑incubamos  durante  4  h    
con  magnetoplejos  PMag  25Br-­‐‑Plurónico  F-­‐‑127/pGL-­‐‑Luc-­‐‑YOYO1  (Figura  R-­‐‑10,  A)  o  PMag  
750Br-­‐‑Zonyl   FSA/pGL-­‐‑Luc-­‐‑YOYO1   (Figura   R-­‐‑10,   B),   obtenidos   por   conjugación  
electrostática.  El  plásmido  pGL-­‐‑Luc  está  marcado   fluorescentemente  con  YOYO1  (verde  
al  microscopio  de  fluorescencia).  Tras  lavados  exhaustivos  con  PBS  1X,  visualizamos  los  
magnetoplejos   asociados/internalizados   por   las   células   HeLa.   El   pre-­‐‑tratamiento   con  
Filipina   III   y  Metil-­‐‑β-­‐‑ciclodextrina   redujo   significativamente   la   fluorescencia  de  YOYO1  
asociada  a  las  células  HeLa  para  ambos  tipos  de  magnetoplejos  (Figura  R-­‐‑10).    
Figura   R-­‐‑10.   Internalización/asociación   de  magnetoplejo   de   pGL-­‐‑Luc/YOYO-­‐‑1/PMag   por   células  
HeLa.  Las  células  se  pre-­‐‑trataron  por  2  h  con  los  inhibidores  y  posteriormente  4h  con  magnetoplejo  
con  (A)  PMag  25Br-­‐‑Pluronic  F-­‐‑127    o  (B)  PMag  750Br-­‐‑Zonyl  FSA.  Cantidad  final  de  plásmido  por  
pocillo   es  de  500  ng.  Se   visualizan   los  magnetoplejos   (verde,  YOYO-­‐‑1)   y   el   núcleo   celular   (azul,  
DAPI).   Imágenes,   20X.   Al   menos   se   cuantificaron   6   campos   aleatorios.   Todas   las   muestras   se  
  analizaron  por  triplicado.  *p  ≤  0.05,  **p<0.01,  test  de    Mann-­‐‑Whitney.
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Notablemente,  el  pre-­‐‑tratamiento  con  Amilorida  afectó  la  asociación  de  ambos  complejos  
magnéticos,  llegando  a  ser  significativa  para  el  caso  PMag  25Br-­‐‑Plurónico  F-­‐‑127/pGL-­‐‑Luc-­‐‑
YOYO1,   sugiriendo   el   involucramiento   parcial   de   la  macropinocitosis.   Estos   resultados  
corroboran  los  obtenidos  con  el  ensayo  de  expresión  de  GFP.  
Como  prueba  de  concepto  del  uso  de  estos  nanotransportadores  en   la   terapia  con  ARN  
interferentes,   ARNi   (del   inglés,   interefering   RNA),   conjugamos   tres   ARNi   (colaboración  
con   el   laboratorio   del   Dr.   Álvaro   Somoza,   IMDEA   Nanociencia,   Madrid)   específicos  
contra  el  tránscrito  de  BcL-­‐‑2  humano  (ver  Materiales  y  métodos).    
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Figura  R-­‐‑11.  Eficiencia  de  transfección  con  BcL-­‐‑2  ARN  interferente.  Células  HEK293  se  incubaron  
con   el   conjugado   PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA   (90   °C)/BcL-­‐‑2   ARNi   magnetoplejos   por   48   h,   y   se  
determinó   la   expresión   de   BcL-­‐‑2.   Se   utilizaron   tres   ARNi   diferentes   (A,   B,   y   C).   (*p   ≤   0.05,  
Diferencia  entre  transfectante  y  conjugado)  y  (#p  ≤  0.05,  Diferencia  expresión  en  célula  no  tratadas  
y  tratadas  con  conjugado),  test  de    Mann-­‐‑Whitney.     
Los   tres  magnetoplejos   de   BcL-­‐‑2  ARNi   con   PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA   (90   °C)   indujeron   la  
disminución  de  la  expresión  de  BcL-­‐‑2  a  las  48  h  en  las  células  HEK293  comparados  con  el  
tratamiento  con  las  nanopartículas  (Figura  R-­‐‑11).  Tomamos  como  control  de  transfectante  
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el  reactivo  X-­‐‑tremeGene  de  Roche.  En  resumen,  los  complejos  magnéticos  son  capaces  de  
transfectar  células  HEK293  con  ARN  interferentes.  
3.3. Bioactividad  intrínseca  en  células  tumorales  (Pan02)  
3.3.1. Las  PMags  activan  la  respuesta  anti-­‐‑estrés  oxidativo  y  del  metabolismo  del  hierro  
Observamos   que   la   producción   de   EROs28   (medida   con   citometría   de   flujo   por   la  
intensidad  de   la   sonda  específica  de  EROs  H2-­‐‑DCFA)  es  aumentada  en  presencia  de   las  
nanopartículas   magnéticas   (Figura   R-­‐‑12).   Debido   a   que   las   nanopartículas   magnéticas  
inducen   esta   sobre-­‐‑producción   de   EROs,   es   comprensible   que   se   activen   mecanismos  
moleculares   anti-­‐‑estrés   oxidativo.   Con   el   objetivo   de   determinar   tales   mecanismos,   co-­‐‑
incubamos   células   Pan02   con   PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA      y   25Br-­‐‑Plurónico   F-­‐‑127   a   la  
concentración  subletal  de  6.25  µμg/ml  durante  2,  6  y  24  h.    
  
Figura   R-­‐‑12.      Las   PMags   aumentan   la   producción   de   EROs   (A),   parcialmente   inhibida   por   el  
tratamiento  con  BHA  (B).  
  
Nos  enfocamos  en  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90  °C)  y  25Br-­‐‑Plurónico  F-­‐‑127.  Ambos  tipos  de  
nanoparticulados  inducen  el  aumento  de  los  tránscritos  para  varias  enzimas  vinculadas  a  
                                                
28  EROs:  Especies  Reactivas  del  Oxígeno  
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la  regulación  redox,  como  CAT  (Catalasa),  SOD1,  SOD2  (Dismutasas  de  superóxidos),  y,  
DUOX1  y  DUOX2  (Oxidasa  dual)  (Figura  R-­‐‑13,  A).Los  niveles  de  tránscritos  de  SOD3,  así  
como  de  Txrnd2  y  Txndc2,  no  varían  sustancialmente  cuando  las  células  son  tratadas  con  
PMag   25Br-­‐‑Plurónico   F-­‐‑127,   aunque   los   tránscritos   de   Txrnd2   y   Txndc2   tienden   a  
disminuir  tras  el  tratamiento  con  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90  °C).  
Figura  R-­‐‑13.  Modulación  de  genes  vinculados  al  estrés  oxidativo  (A)  y  al  metabolismo  del  hierro  
(B)   por   PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA   (TA)   y   PMag   25Br-­‐‑Pluronic   F-­‐‑127.   Se   representa   valores   de  
  incremento  respecto  a  control,  transformados  log2.
Una   vez   internalizadas,   las   nanopartículas   magnéticas   son   degradadas   dando   como  
resultado  un   incremento  de  cationes  Fe2+  y  Fe3+,  este  último  reducido  al  primero  por   las  
condiciones   redox   intracelulares.   Con   todo   ello,   es   plausible   que   el   metabolismo   del  
hierro   sea   modulado   por   las   internalización   de   tales   nanopartículas.   Para   analizar   el  
efecto  sobre  el  metabolismo  del  hierro,  las  células  Pan02  fueron  tratadas  como  en  el  caso  
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anterior,  y  se  determinó  la  expresión  de  varios  genes  vinculados  con  el  metabolismo  del  
hierro.    
Los   niveles   de   tránscritos   del   transportador   de  metales   divalentes-­‐‑1   (DMT1,   del   inglés  
divalent   metal   trasporter-­‐‑1)   y   ferroportina-­‐‑1   (Slc40a1)   aumentan   al   cabo   de   24   h   de  
tratamiento   con   PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA   Y   25Br-­‐‑Plurónico   F-­‐‑127   (Figura   R-­‐‑13,   B).   Se  
observó  un  efecto  similar  para  el   tránscrito  del   transportador  de  grupos  hemo  (Slc48a1),  
que  codifica  para  una  proteína  responsable  del  transporte  de  grupos  hemo  del  endosoma  
al   citosol.   Contrariamente,   el   receptor   de   transferrina   (Tfrc)   y   de   lipocalina-­‐‑2   (Lcn2)  
disminuyen.    
  Una   de   los   factores   que   responden   rápidamente   al   estrés   oxidativo   son   las   sirtuínas,  
particularmente  Sirtuína-­‐‑1  (SIRT1),  que  es  regulada  por  la  enzima  de  reparación  de  ADN  
dependiente   de  NAD+   29,   poli   (ADP-­‐‑ribosa)   polimerasa-­‐‑1   (PARP1).   En   condiciones   de  
estrés   oxidativo,   con   la   subsecuente   disminución   de   los   niveles   de   NAD+,   SIRT1   sufre  
modificaciones   post-­‐‑traduccionales   que   incluyen      fosforilaciones,      S-­‐‑nitrosilaciones,  
SUMOilaciones   y   carboxilaciones,   muchas   de   las   cuales   conllevan   a   su   degradación.  
Cuando  las  células  Pan02  fueron  tratadas  con  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90     ̊C)  o  PMag  25Br-­‐‑
Plurónico  F-­‐‑127,  los  niveles  de  SIRT1  aumentaron  a  las  2  y  6  h,  y  retornaron  a  sus  valores  
iniciales  a   las  24  h   (Figura  R-­‐‑14);   sin  embargo,  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA   (TA)  no  afectó   la  
expresión  de  SIRT1.  
                                                
29  NAD:  del  inglés,  Nicotinamide  Adenosine  Diphosphate  
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Figura  R-­‐‑14.  Modulación  de   la   expresión  de   Sirtuína-­‐‑1   (SIRT1)   con   el   tratamiento   de  PMags.   Se  
pre-­‐‑trataron  las  células  Pan02  con   las  PMags  a  6.25  µg/ml  y  se  determinó  la  expresión  de  SIRT1.  
(Diferencia   con   niveles   a   tiempo   0   h)   *p   ≤   0.05,   (Diferencia   con   células   no   tratadas   con   BHA   a  
tiempos  iguales),  #p  ≤  0.05,  test  de    Mann-­‐‑Whitney.    
  
3.3.2. Las  PMags  no  afectan  la  capacidad  proliferativa  de  las  células  tumorales  pancreáticas  
Puesto   que   se   quiere   aplicar   estos   nanosistemas   en   la   terapia   génica      en   patologías   del  
cáncer,   determinamos   como   estas   nanopartículas   por   sí   solas   afectan   la   biología   de   las  
células   tumorales   pancreáticas.   Seleccionamos   la   línea   Pan02   como   modelo   de  
adenocarcinoma  pancreático  por  ser  uno  de  los  modelos  tumorales  estudiados  en  nuestro  
laboratorio   anteriormente   [58].   Nos   enfocamos   en   el   efecto   sobre   la   proliferación   e  
invasión/migración  de  las  células  tumorales,  ambos  procesos  vitales  en  la  carcinogénesis  
y  progresión  tumoral.    
Cuando   las   células   Pan02   fueron   tratadas   con   PMags,   se   observó   un   incremento  
significativo  en  la  expresión  de  dos  factores  pro-­‐‑proliferativos,  ciclina  A1  (Figura  R-­‐‑15,  A)      
y   ciclina   D1   (Figura   R-­‐‑15,   B).      Sin   embrago,   este   incremento   no   afectó   la   capacidad  
proliferativa   de   las   células   comparadas   con   las   células   no   tratadas   con   nanopartículas  
según  la  expresión  del  marcador  de  proliferación  celular  Ki67  (Figura  R-­‐‑16,  A),  ni  redujo  
su  capacidad  de  formación  de  colonias  (Figura  R-­‐‑16,  B).    
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Figura  R-­‐‑15.  Modulación  de  la  expresión  de  ciclina  A1  (A)  y  ciclina  D1   (B)  con  el   tratamiento  de  
PMags.  Se  pre-­‐‑trataron  las  células  Pan02  con  las  PMags  a  6.25  µg/ml  y  se  determinó  la  expresión  de  
ciclinas.   (Diferencia   con   niveles   a   tiempo   0   h)   *p   ≤   0.05,   (Diferencia   con   células   no   tratadas   con  
BHA  a  tiempos  iguales),  #p  ≤  0.05,  test  de    Mann-­‐‑Whitney.     
  
La  sobre-­‐‑expresión  tanto  de  ciclina  A1  y  ciclina  D1  parece  depender  parcialmente     de  la  
producción   de   EROs,   puesto   que   las   células   pre-­‐‑tratadas   con   el   reactivo   BHA,   que  
reacciona   con   EROs   provocando   su   reducción   parcial   (Figura   R-­‐‑12),   no   mostraron  
incremento  de  estos  factores  (Figura  R-­‐‑15).    
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Figura  R-­‐‑16.  Las  PMags  no  afectan   la  proliferación  de  las  células  tumorales  pancreáticas  (Pan02).    
(A)  Expresión  de  Ki67  y  ciclina  A1  tras  tratamiento  con  nanopartículas  (Merged:  combinado).  (B)  
Capacidad  de  formación  de  colonias  tras  tratamiento  con  nanopartículas.  *p  ≤  0.05,  test  de    Mann-­‐‑
Whitney.     
  
Además,  el  tratamiento  con  PMags  incrementó  la  expresión  génica  de  c-­‐‑Cbl,  una  ligasa  E3  
de  ubiquitina  conocida  por  inhibir  la  proliferación  de  células  tumorales  (Figura  R-­‐‑17,  A).  
Otro   factor  que   inhibe  este  proceso,  Tob1,  aumentó   levemente  a   las  24  h  de   tratamiento  
con  nanopartículas   (Figura  R-­‐‑17,  B).     Ambos   factores   están   también   involucrados   en   la  
inhibición  de   la  migración  celular,  por   lo  cual,   investigamos  el  efecto  que  el   tratamiento  
con  PMag  tiene  sobre  la  capacidad  migratoria  de  las  células  tumorales  pancreáticas.  
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Figura  R-­‐‑17.  Las  PMags  inducen  la  expresión  génica  de  c-­‐‑Cbl  (A),  y  levemente  la  de  Tob1  (B).  *p  ≤  
0.05,  test  de    Mann-­‐‑Whitney.  
3.3.3. Las  PMags  inhiben  la  migración/invasión  de  las  células  tumorales  pancreáticas  
Para  investigar  la  capacidad  de  migración  de  las  células  tumorales  con  el  tratamiento  con  
PMag,   realizamos   ensayos   de   cierre   de   ‘’herida’’   (del   inglés,   wound   healing   assay).   Se  
rasgaron   las  monocapas  celulares  en  cultivo  confluente  de  Pan02  y  se   trataron   las  células  
con  PMag  (6.25  µg/ml)  y  se  monitorizó  los  bordes  de  la  rotura  durante  18  h.  La  invasión  de  
las   células   tumorales   pancreáticas   fue   inhibida   por   el   tratamiento   de   las   nanopartículas,  
disminuyendo  de  más  de  60  %  de   cierre   en   las   células   sin   tratamiento  a   40  %  con  PMag  
25Br-­‐‑Plurónico   F-­‐‑127,   20  %      con   PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA   (90   °C),   y   30  %   con   PMag   25Br-­‐‑
Zonyl   FSA   (TA)   (Figura   R-­‐‑18,   A   y   B).   Sin   embargo,   la   velocidad   del   frente   celular   no  
correlacionó   con   lo   anterior,   aumentando   para   el   caso   de   las   células   tratadas   con   PMag  
25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (TA)  (Figura  R-­‐‑18,  C).  
  
Capítulo  3:  Resultados   64  
 
Figura  R-­‐‑18.  Capacidad  invasiva  de  las  células  tumorales  pancreáticas  con  tratamiento  con  PMag.  
(A,  B)  Las  células  Pan02  se  trataron  con  nanopartículas  y  se  monitoreó  el  cierre  de  herida  hasta  las  
18  h.  (C)  Velocidad  de  frente  celular  (ver  Materiales  y  métodos)  .  **p  ≤  0.01,  test  de  Mann-­‐‑Whitney  
  
    
Aunque   el   tratamiento   con   nanopartículas   no   afectó   el   índice   de  migración   direccional  
(Figura  R-­‐‑19,  B),   sí  disminuyeron   la  distancia   recorrida  por   las   células   individualmente  
(Figura  R-­‐‑19,  A  y  C).  Por  tanto,  las  PMags  inhiben  la  migración  de  las  células  tumorales  
pancreáticas,  Pan02.  
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Figura   R-­‐‑19   (A)  Migración   de   células   individuales   tratadas   o   no   con   nanopartículas.   (B)   índice  
calculado   de   migración   direccional;   y,   (C)   distancia   recorrida   por   células   individuales   (ver  
Materiales  y  métodos).  *p  ≤  0.05,  test  de  Mann-­‐‑Whitney.  
  
Capítulo  3:  Resultados   66  
 
3.3.4. Las  PMags  modulan  la  dinámica  de  formación  de  invadosomas  en  células  tumorales  del  
páncreas  
Para  analizar  posibles  causas  del  efecto  de  las  nanopartículas  sobre  la  capacidad  invasiva  
de   las   células   tumorales   pancreáticas,   determinamos   cómo   afectan   la   dinámica   de   los  
invadosomas,  estructuras  de  vital   importancia  en   la   capacidad  migratoria  de   las   células  
tumorales.  Nos  enfocamos  en  dos  de  las  nanopartículas  con  mayor  capacidad  inhibitoria  
de   la  migración,   PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA   (90   °C)   Y   25Br-­‐‑Plurónico   F-­‐‑127.   El   tratamiento  
durante   6   h   con   ambas   nanopartículas   redujo   la   densidad   de   los   invadosomas   en   las  
células   Pan02   (Figura   R-­‐‑20,   A),      provocado   por   una   disminución   del   número   de   estas  
estructuras  que  es  independiente  del  área  celular  (Figura  R-­‐‑20,  B).    
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Figura   R-­‐‑20.   Modulación   de   la   dinámica   de   formación   de   invadosomas   por   nanopartículas   (A)  
Formación  de   invadosomas   en   células  Pan02   tras   6   h   de   tratamiento   con   PMag   (ver  Materiales   y  
métodos)   (Merged:   combinado).   (B)   Resumen   de      la   densidad,   número   de   invadosomas   y   área  
celular.  **p  ≤  0.01,  ***p  ≤  0.001,  test  de  Mann-­‐‑Whitney  
3.3.5. Las  PMags  modulan  la  señalización  dependiente  del  oncomiR  microARN-­‐‑21  
Dada   la   influencia   del   microARN-­‐‑21   en   el   desarrollo   de   células   tumorales   y   su  
supervivencia,   así   como   en   los   procesos   de   invasión,   analizamos   cómo   modulan   las  
PMags   la   dinámica   de   expresión   de  microARN-­‐‑21   y   sus   dianas  moleculares  PDCD430,  
                                                
30  PDCD4:  del  inglés,  programmed  cell  death  protein-­‐‑4  
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PTEN31,   y   Sprouty-­‐‑1.   El   estudio   temporal   de   la   expresión   de   microARN-­‐‑21   y   los  
tránscritos  de   sus  dianas   tras   el   tratamiento   con  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA   (90   °C)  y  PMag  
25Br-­‐‑Plurónico   F-­‐‑127   arrojó   que   el  microARN-­‐‑21  muestra   una   cinética   similar,   con   una  
reducción  inicial  a  las  6  h,  seguido  por  un  aumento  a  las  24  h  comparado  con  los  niveles  
basales   (Figura   R-­‐‑21,   A).   Concomitantemente,   los   tránscritos   de   dos   de   sus   dianas,  
PDCD4  y  PTEN,  aumentan  a  las  6  h,  aunque  incrementan  aún  más  sus  niveles  a  las  24  h  
(Figura  R-­‐‑21,  A).  
Figura  R-­‐‑21.  Influencia  de  las  PMags  sobre  la  señalización  dependiente  de  microRNA-­‐‑21  en  células  
de  carcinoma  pancreático,  Pan02.  (A)  Modulación  de  la  expresión  relativa  de  microRNA-­‐‑21  y  sus  
dianas   Sprouty-­‐‑1,   PDCD4,   y  PTEN.   (B),  Expresión  de   la   proteína  Sprouty-­‐‑1   tras   tratamiento   con  
PMags.  *p  ≤  0.05,  test  de  Mann-­‐‑Whitney.     
Sin   embargo,   el   patrón   de   expresión   del   tránscrito   de   Sprouty-­‐‑1   se   asemejó   al   del  
microARN-­‐‑21.  No  obstante,  los  niveles  dºe  proteína  de  Sprouty-­‐‑1  se  duplicaron  a  las  2  h  
                                                
31  PTEN:  del  inglés,  phosphatase  and  tensin  homolog  
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tras   el   tratamiento   con   PMag   25Br-­‐‑Plurónico   F-­‐‑127   y   aumentaron   >   4   veces   tras   el  
tratamiento  con  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90     ̊C)  (Figura  R-­‐‑21,  B).    
Puesto   que   microARN-­‐‑21   es   regulado   por   p44/p42  MAPK32   (Erk1/233),   analizamos   los  
niveles  de  fosforilación  de  Erk1/2  tras  el  tratamiento  con  PMags.  Tanto  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  
FSA  (90     ̊C)  como  25Br-­‐‑Plurónico  F-­‐‑127  aumentaron  los  niveles  de  fosforilación  de  Erk1/2  
a  los  2  h  incrementándose  significativamente  a  las  6  y  24  h  (Figura  R-­‐‑22).    
Para  determinar  la  influencia  de  producción  de  EROs  por  PMags  en  el  incremento  de  la  
fosforilación   de   Erk1/2,   pre-­‐‑tratamos   las   células   Pan02   con   el   compuesto   químico  
hidroanisole   butilado   (BHA,   del   inglés   butylated   hydroanisole)   por   2   h.   BHA   es   un  
compuesto   anti-­‐‑oxidante   que   reacciona   con   EROs   conllevando   a   su   eliminación.   Tal  
tratamiento  provocó  una  disminución  significativa  de  los  niveles  de  fosforilación  en  todos  
los  casos,  sugiriendo  el  involucramiento  de  las  EROs  en  la  activación  de  Erk1/2  (Figura  R-­‐‑
22).    
Figura   R-­‐‑22.   Efecto   de   las   nanopartículas   sobre      la   activación   de   p44/p42  MAPK   en   células   de  
carcinoma  pancreático,  Pan02.  *p  ≤  0.05,  test  de  Mann-­‐‑Whitney.  (Proporción  fosfo-­‐‑p44/p42  MAPK/  
p44/p42   MAPK   en   células   tratadas   con   PMags   contra   control).   #p<0.05   test   de   Mann-­‐‑Whitney  
                                                
32  MAPK:  del  inglés,  mitogen-­‐‑activated  protein  kinase  
33  ERK:  del  inglés,  extracellular  signaling-­‐‑regulated  kinase  
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(proporción   fosfo-­‐‑p44/p42  MAPK/  p44/p42  MAPK  en   células   tratadas   con  PMags   y  BHA   contra  
  solo  las  tratadas  con  PMags).
3.3.6. Las  PMags  inhiben  la  degradación  de  la  matriz  extracelular  
Puesto  que  las  nanopartículas  inhiben  la  formación  de  invadosomas,  estudiamos  el  efecto  
de  las  mismas  en  la  degradación  de  la  matriz  extracelular.  Se  incubaron  (24  h)  las  células  
tumorales  murinas  pancreáticas  Pan02  (2  x  104  por  pocillo)  sobre  fragmento  de  membrana  
basal   intestinal  de  ratones,  se  fijaron,  permeabilizaron  y  el  colágeno  IV  se  marcó  con  un  
anticuerpo  específico.  Se  cuantificó  el  área  libre  de  colágeno  (área  degradada)  a  partir  de  
imágenes  proyectadas  y  se  calculó  el  área  degradada  por  célula.  Como  se  puede  observar,  
las   células   de   carcinoma   murino   Pan02   tienen   una   alta   capacidad   degradativa   del  
colágeno  IV  llegando  a  degradar  un  promedio  de  750  µm2/  célula  (Figura  R-­‐‑23,  A  y  B).  Sin  
embargo,  cuando  son  tratadas  tanto  con  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90   ̊C)  o  25Br-­‐‑Plurónico  F-­‐‑
127,   las  células  Pan02  degradan  significativamente  menos  matriz  extracelular  (Figura  R-­‐‑
23,   A   y   B),   cayendo   a   un   promedio   de   170   y   190   µm2   de   área   degradada   por   célula,  
respectivamente.    
En   concordancia,   los   niveles  de   colágeno   tipo   IV   internalizados  por   las   células   tratadas  
con  nanopartículas  disminuyeron  comparada  al  control  de  células  sin  tratamiento  (Figura  
R-­‐‑24).    
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Figura  R-­‐‑23.  Las  
PMags   inhiben   la   degradación   de   colágeno   IV   de   membrana   basal   intestinal   (A).   Resumen   (B).  
Verde:  actina  filamentosa;  rojo:   colágeno  IV;  Azul:  núcleo.  **p  <  0.01,  ***p  <  0.001,  Test  de  Mann-­‐‑
Whitney.  
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Figura  R-­‐‑24.   Las  PMags   inhiben   la   internalización  de   colágeno   IV  de  membrana   basal   intestinal  
  (Merged:  combinado)  (A).  Resumen  (B).  *  p  ≤  0.05,    **p  ≤  0.01,  Test  de  Mann-­‐‑Whitney.
  
Como  consecuencia,   las   células  de  adenocarcinoma  pancreático  murino,  Pan02,  parecen  
penetrar  menos  a  través  de  las  dos  capas  de  colágeno  que  conforman  la  estructura  de  la  
membrana  basal  comparado  con  las  células  sin  tratamiento  que,   incluso,  son  capaces  de  
atravesar  completamente  la  membrana    (Figura  R-­‐‑25).    
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Figura  R-­‐‑25.  Vista  ortogonal  (proyección  en  el  eje  de  z)  de  las  membranas  basales  co-­‐‑incubadas  con  
células  Pan02  tratadas  o  no  con  nanopartículas.  Obsérvese  la  penetración  de  las  células    (núcleos-­‐‑
DAPI:  azul)-­‐‑flechas  blancas-­‐‑  a   través  de   las  dos  capas  de  colágeno   tipo  IV  de   la  membrana.  Este  
fenómeno  disminuye  cuando  las  células  son  tratadas  con  nanopartículas.  
3.3.7. Las  PMags  afectan  la  expresión  de  genes  vinculados  a  la  migración/invasión  
Analizamos  la  expresión  de  varios  genes  vinculados  con  la  migración  celular.  Aunque,  las  
PMags   inducen   la   sobre-­‐‑expresión   de   factores   involucrados   positivamente   en   la  
degradación   y   migración   celular   como   Mmp2,   Mmp934,   Col4a1   y   Rac1   a   las   24   h,   el  
inhibidor   de   la   migración   SerpinE1,   un   inhibidor   natural   del   activador   tisular   de  
plasminógeno   (tPA)   y   uroquinasa   (uPA),   aumenta   concomitantemente   con   una  
disminución  en   los  niveles  de  uno  de   los  mayores  factores     pro-­‐‑metastásicos,  Tgfb35,  6  h  
tras  el  tratamiento  con  nanopartículas  (Figura  R-­‐‑26).      
                                                
34  MMP:  del  inglés,  metalloproteinase  
35  TGFβ :  del  inglés,  tumor  growth  factor-­‐‑β  
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Figura   R-­‐‑26.   Las   PMags   modulan   la   expresión   de   genes   vinculados   a   la   migración   celular   en  
  células  tumorales  pancreáticas,  Pan02.  *  p  ≤  0.05,  Test  de  Mann-­‐‑Whitney.
  
3.3.8. Las   PMags   inhiben   la   activación   de   la   quinasa   Src   y   la   expresión   de   las  
metaloproteinasas  MT1-­‐‑MMP  y  MMP2  
La  formación  de  invadosomas  está  regulada  por  la  quinasa  Src  [172].  Como  observamos  
una  reducción  de  la  formación  de  estas  estructuras  estudiamos  cómo  afectan  las  PMags  la  
activación   de   la   quinasa   Src.   El   tratamiento   con   PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA   (90   ̊C)   y   25Br-­‐‑
Plurónico  F-­‐‑127  inhibió  la  fosforilación  de  Src  a  las  6    y  24  h  de  tratamiento  (Figura  R-­‐‑27).  
Esta   inhibición   fue   significativa   a   las   6   h   con   el   tratamiento   con  PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA  
(90   ̊C),  y  a   las  24  h   con  el   tratamiento   con  PMag  y  25Br-­‐‑Plurónico  F-­‐‑12,   sugiriendo  una  
cinética  defecto  diferente.  
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Figura  R-­‐‑27.  Las  PMags  inhiben  la  activación  de  la  quinasa  Src  en  células  tumorales  pancreáticas,  
  Pan02.  *  p  ≤  0.05,  Test  de  Mann-­‐‑Whitney.
  
Para  dilucidar  el  mecanismo  por  el  cual   las  células  Pan02  tratadas  con  PMags  degradan  
menos   la   matriz   extracelular,   determinamos   la   expresión   de   dos   metaloproteinasas  
importantes   en   este   proceso,   MT1-­‐‑MMP   y   MMP2.   Observamos   una   reducción  
significativa  de  la  expresión  de  las  enzimas  a  las  6  h  de  tratamiento  con  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  
FSA   (90   ̊C)   y   25Br-­‐‑Plurónico   F-­‐‑127   (Figura   R-­‐‑28A).   En   tanto,   solo   detectamos   niveles  
reducidos  de  MMP2  a  las  24  h  con  el  tratamiento  con  PMag  25Br-­‐‑Plurónico  F-­‐‑127  (Figura  
R-­‐‑28B).  Por  lo  tanto,  la  inhibición  de  la  activación  de  la  quinasa  Src  y  la  disminución  de  la  
expresión   de   las   metaloproteinasas   MT1-­‐‑MMP   y   MMP2   podrían   ser   la   causa   de   la  
diminución   tanto  de   la  densidad  de   invadosomas   como  de   la  degradación  de   la  matriz  
extracelular.    
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Figura  R-­‐‑28.  Las  PMags  inhiben  la  expresión  de  las  metaloproteinasas  MT1-­‐‑MMP  y  MMP2  a  las  6  
(A)  y  24  h  (B)    en  células  tumorales  pancreáticas,  Pan02.  *  p  ≤  0.05,  Test  de  Mann-­‐‑Whitney.  
  
3.3.9. Las  PMags  modulan  la  expresión  de  genes  respondedores  a  NF-­‐‑κB  
Uno  de  los  factores  de  transcripción  activados  por  Erk1/2  es  el  NF-­‐‑κB  (del  inglés  Nuclear  
Factor-­‐‑  κB),  responsable  de  la  activación  de  varios  genes  involucrados  en  la  proliferación,  
angiogénesis,  respuesta  inmune,  etc.    Para  dilucidar  si  la  ruta  de  señalización  dependiente  
de  NF-­‐‑κB  se  activa  tras  el  tratamiento  con  PMag,  analizamos  los  niveles  de  expresión  de  
varios  genes  asociados  a  este  factor  de  transcripción.  
Cuando   las  células  Pan02  se   trataron  con  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90  °C)  observamos  un  
incremento   significativo   de   los   tránscritos   de   Cxcl3,   5,   y   7   a   las   24   h,   factores   con  
propiedades   angiogénicas   (Figura   R-­‐‑29,   izquierda).   Por   el   contrario,   los   tránscritos   de  
Cxcl10  y  Cxcl11  disminuyeron  a  las  6  h,  aunque  sus  niveles  se  recuperaron  a  las  24  h.  
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Sin  embrago,   cuando   las   células  Pan02   fueron   tratadas   con  PMag  25Br-­‐‑Plurónico  F-­‐‑127,  
no  solo  los  tránscritos  de  los  factores  angiogénicos  Cxcl1,  Cxcl2,  Cxcl3,  y  Cxcl7  aumentaron  
a  las  24  h,  sino  también,  los  de  las  quimioquinas  angiostáticas  Cxcl10  y  Cxcl11  (Figura  R-­‐‑
29,  derecha).    
Figura  R-­‐‑29.  Las  PMags  modulan  la  expresión  de  quimioquinas  en  células  tumorales  pancreáticas,  
  Pan02.  *  p  ≤  0.05,  Test  de  Mann-­‐‑Whitney.
  
3.3.10. Las  PMags  regulan  la  señalización  a  través  de  NOTCH-­‐‑1    
Una   de   las   rutas   de   señalización   con   más   impacto   en   el   desarrollo   de   tumores   es   la  
dependiente  de  NOTCH1,  especialmente  en  procesos  proliferativos  [173],  y  de  migración  
celular   [174].   ,   Aunque   PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA   (TA),   25Br-­‐‑Zonyl   FSA   (90   ̊C)   y   25Br-­‐‑
Plurónico  F-­‐‑127  no  modularon  significativamente  los  niveles  de  NOTCH1,  todas,  excepto  
PMag25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (TA),     sí   indujeron  un  aumento  significativo  a   las  2  h  de  Jagged1,  
un   ligando  natural  de  NOTCH1   (Figura  R-­‐‑30).  Aunque   el  pre-­‐‑tratamiento   con  BHA  no  
afectó  la  inducción  temprana  de  Jagged1,  sí  afectó  la  expresión  del  ligandoo  a  las  24  h  tras  
tratamiento   con   PMag,   provocando   su   disminución.   Por   lo   tanto,   el   tratamiento   con  
PMags  podría  activar   la   señalización  por  Notch1,  pero  no   influye  en   la  proliferación  de  
las  células  tumorales  pancreáticas.  
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Figura   R-­‐‑30.   Las   PMags   modulan   los   niveles   de   NOTCH1   (A),   y   JAGGED1   (B).   Las   gráficas  
  resumen  tres  experimentos  independientes  (*p  ≤  0.05,  Test  de  Mann-­‐‑Whitney)
 
3.4. Bioactividad  intrínseca  en  células  endoteliales  (SVEC4-­‐‑10)  y  fibroblásticas  (NIH3T3)  
Uno  de  los  sistemas  celulares  con  los  que  las  nanopartículas   interactúan  en  su  recorrido  
sistémico,   está   compuesto   por   las   células   endoteliales.   Por   ello,   decidimos   estudiar   el  
efecto  que  tienen  las  PMags  en  estas  células.  Para  ello,  tomamos  como  modelo  celular  la  
línea    de  células  murinas  del  endotelio  vascular  transformadas  con  SV40,  SVEC4-­‐‑10.  Estas  
células   muestran   las   características   típicas   del   endotelio   posibilitando   su   uso   como  
modelo.   Una   de   estas   características   es   la   alta   capacidad   de   migración   que   permite   la  
formación  rápida  de  capas  celulares  y  nuevos  vasos  sanguíneos.    
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Primero,   determinamos   cómo   afecta   el   tratamiento   con   PMags   el   perfil   de   expresión  
génica   vinculado   a   la   angiogénesis   y   respuesta   inmune.   Como   se   observa,   todas   las  
PMags,  excepto  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (TA),  indujeron  el  aumento  de  expresión  de  genes  
vinculados  a  la  respuesta  inmune  tipo  TH1  como  Tnfa36,  Il6,  Ccl1  y  Ccl2,  en  tanto,  factores  
inmunosupresores  como  TGFβ  disminuyeron  (Figura  R-­‐‑31).    Por  otra  parte,  quimioquinas  
pro-­‐‑angiogénicas   como  Cxcl1,   -­‐‑2,   y   -­‐‑3   aumentan   significativamente   su  expresión  génica,  
aunque  su  receptor  Cxcr2  no  sufre  un  cambio  significativo  (Figura  R-­‐‑31).    
Para  determinar  el  efecto  de  las  nanopartículas  sobre  la  capacidad  invasiva/migración  de  
las   células   endoteliales,   las   células   SVEC4-­‐‑10   se   dejaron   crecer   hasta   confluencia,   se  
cambió  el  medio  de  cultivo  por  medio  completo  DMEM  que  contenía  PMag  a  6.25  µg/ml.  
Se  quitaron  los  moldes  de  silicona  (que  permiten  dejar  una  abertura  en  medio  de  la  capa  
celular)  con   los  que  habíamos  cultivado      las  células,  y  se  dejaron  a  37  °C  y  5  %  CO2.  Se  
tomaron  fotos    en  campo  claro  cada  30  minutos  de  áreas  constantes  durante  18  h.    
  
                                                
36  TNFα :  del  inglés,  tumor  necrosis  factor-­‐‑α  
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Figura  R-­‐‑31.  Perfil  génico  inducido  por  PMags  en  la  línea  celular  endotelial  de  ratón  SVEC4-­‐‑10.  Se  
representan  analizados  por  su  semejanza  entre  tipo  de  tratamiento  y  comportamiento  de  expresión  
de  cada  gen.    
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El  tratamiento  con  LPS37  (1  µg/ml)  aumentó  levemente  la  velocidad  del  frente  celular  con  
mayor   grado   de   confluencia   a   las   18   h   comparado   a   las   células   sin   tratamiento.   Sin  
embargo,  el  tratamiento  con  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90  °C),  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (TA),  y  25Br-­‐‑
Plurónico  F-­‐‑127  redujo  significativamente  la  capacidad  de  invasión  de  las  células  (Figura  
R-­‐‑32,   A   y   B).   En   concordancia,   la   velocidad   del   frente   celular   disminuyó  
significativamente,  comparada  con  las  células  sin  tratamiento  (Figura  R-­‐‑32,  C).  
Figura   R-­‐‑32.   Efecto   sobre   la   capacidad   invasiva   de   las   células   endoteliales,   SVEC4-­‐‑10.   (A)   Las  
células   se   trataron   con   PMag  y   se  monitoreó   el   cierre  de   la   abertura   en   el   tejido   confluente.   (B)  
Cinética   de   cierre   de   la   abertura   en   cada   condición.   (C)   Valores   de   velocidad   del   frente   celular  
calculados  a  partir  de  B  (ver  Materiales  y  Método).  *p  ≤  0.05,  **p<0.01,  Test  de  Mann-­‐‑Whitney.    
El  análisis  del  movimiento  de  células   individuales  arrojó  un  retardo  significativo  con   la  
consecuente  disminución  de  las  distancias  recorridas  por  las  células  (Figura  R-­‐‑33,  A  y  C).  
Este  retardo  no  influyó  en  la  direccionalidad  del  movimiento  (Figura  R-­‐‑33,  B).  
                                                
37  LPS:  lipopolisacáido  
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Figura   R-­‐‑33.   Las   PMags   inhiben   la   invasión   de   células   endoteliales   murinas,   SVEC4-­‐‑10.   (A)  
Migración   de   células   individuales   con   o   sin   tratamiento.   (B)   índice   de   direccionalidad   de   las  
células  con  o  sin  tratamiento.  (C)  Distancia  recorrida  por  células  individuales.  ***  p  ≤  0.001,  Test  de  
Mann-­‐‑Whitney.  
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A   continuación,   determinamos   la   expresión   de   tres   genes   vinculados   a   los   procesos  
migratorios  celulares.  El  tratamiento  con  las  PMags,  excepto  25Br-­‐‑Plurónico  F-­‐‑127,  indujo  
la   disminución   de   la   expresión   de   Rac1,  Akt1,   y  Mmp14   (Figura   R-­‐‑34).   En   el   caso   del  
tratamiento  con  PMag  25Br-­‐‑Plurónico  F-­‐‑127  se  observó  una  tendencia  en  la  disminución  
de  la  expresión  de  estos  tres  genes.  
Figura  R-­‐‑34  Las  PMags    modulan  negativamente  la  expresión  de  genes  vinculados  a  la    migración.  
  *  p  ≤  0.05,  Test  de  Mann-­‐‑Whitney.
Otro  tipo  celular  con  el  que  las  nanopartículas  interactúan  en  su  recorrido  sistémico,  son  
los   fibroblastos.   Estos   participan   activamente   en   la   respuesta   inmune   innata.   Por   ello,  
determinamos   la   afectación   de   la   expresión   de   varios   genes   vinculados   a   la   respuesta  
inmune   en   fibroblastos  murinos   (NIH  3T3).  Como   se  observa,   el   tratamiento   con  PMag  
afectó   la   expresión   de   las   quimioquinas   Cxcl1   (disminución),   Cxcl2   (aumenta   con   el  
tratamiento   con   PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA   (90   )   y   -­‐‑750Br-­‐‑Zonyl   FSA),  Cxcl5   (disminuye   en  
todos   los   casos),  Ccl4   (aumenta   excepto   con   el   tratamiento   con   PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA  
(TA))   y   Ccl5   (disminuye   con   el   tratamiento   con   PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA   (90),   pero  
disminuye  con  el  tratamiento  con  PMag  25Br-­‐‑Plurónico  F-­‐‑127)  (Figura  R-­‐‑35)  
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Figura   R-­‐‑35.   Las   PMags   modulan   diferentes   genes   vinculados   a   la   respuesta   inmune   en  
fibroblastos  murinos,  NIH  3T3.  *  p  ≤  0.05,  Test  de  Mann-­‐‑Whitney.  
  
3.5. Bioactividad  intrínseca  en  células  del  sistema  fagocítico  mononuclear  (SFM)  
3.5.1. Las  PMags  inducen  la  secreción  de  IL-­‐‑12  p70  e  IL-­‐‑10  por  macrófagos  
Para  determinar  cómo  las  PMags  afectan  a  los  macrófagos,  incubamos  células  de  la  línea  
celular   humana   pro-­‐‑monocítica   THP1   (diferenciada   con   PMA   por   >72   h)   con   PMags   a  
concentraciones  crecientes  durante  6  h.  Las  nanopartículas  indujeron  la  secreción  de  IL-­‐‑12  
p70,  independientemente  de  si  se  sintetizaron  con  el  surfactante  Zonyl  FSA  o  Plurónico  F-­‐‑














































































































































































































































































































































































































































































































































































Figura  R-­‐‑36.   Las  PMags   inducen   (A)   la   secreción  de   IL-­‐‑12     e   IL-­‐‑10  en   las   células  promonocíticas  
humanas,  THP1;  (B)  de  IL-­‐‑12  en  macrófagos  murinos  RAW264.7  y  macrófagos  peritoneales.  *  p  ≤  
  0.05,  Test  de  Mann-­‐‑Whitney.
  
PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA   (TA)   no   indujo   la   secreción   de   IL-­‐‑12   p70,   aunque   tiene  
composición  similar  a  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90  °C)  (Figura  R-­‐‑36,  A).  Sin  embargo,  es  de  
destacar   que      PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA   (TA)   tienen  menor   contenido  orgánico   (10  %)   que  
PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90  °C)  (51  %).  Las  nanopartículas  recubiertas  con  PEI  de  750  kDa  
y  Zonyl  FSA  mostraron  una   capacidad   similar  de   estimulación  de   la   secreción  de   IL-­‐‑12  
p70  por  células  THP1  diferenciadas.  Todas   las  nanopartículas  analizadas,  excepto  PMag  
25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (TA),   indujeron  igualmente  la  secreción     de  IL-­‐‑10.  Notablemente,  PMag  
25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (TA)  inhibió  la  secreción  de  IL-­‐‑10  (Figura  R-­‐‑36,  A).  
Igualmente,   PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA   (90   °C),   25Br-­‐‑Plurónico   F-­‐‑127,   y   750Br-­‐‑Zonyl   FSA  
indujeron   la   secreción   de   IL-­‐‑12   p70   por   parte   de   la   línea   celular   murina   similar   a  
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macrófagos,  RAW264.7   (Figura  R-­‐‑36,  B).  Para  validar   estos   resultados   en  un  modelo   ex  
vivo,   aislamos   macrófagos   peritoneales   y   esplenocitos   de   ratones   C57BL/6,   y   los  
cultivamos   con   PMags   en   similares   condiciones   que   anteriormente.   Todas   las   PMags  
excepto  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (TA),  indujeron  la  secreción  de  IL-­‐‑12  p70  por  macrófagos  
peritoneales  (Figura  R-­‐‑36,  B)  y  esplenocitos  (Figura  R-­‐‑37),  como  también  IFN-­‐‑γ  por  estos  
últimos  (Figura  R-­‐‑37).  
  
Figura   R-­‐‑37.   Las   PMags   inducen      la   secreción   de   IL-­‐‑12      e   IFNγ   en   esplenocitos   murinos.   La  
concentraciones  testadas  fueron  6.25,  12.5  y  25  µg/ml.    *  p  ≤  0.05,  Test  de  Mann-­‐‑Whitney.  
  
Para   confirmar   el   estatus   activado   de   los   macrófagos,      evaluamos   la   expresión   de  
marcadores   bona   fide   de   activación.   Las   células   RAW264.7   tratadas   con   PMags   sobre-­‐‑
expresaron  CD40,  I-­‐‑A/I-­‐‑E,  CD80  y  CD86  (Figura  R-­‐‑38),  excepto  con  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  
(TA).    
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Figura  R-­‐‑38.   Las  PMags   inducen   la   sobre-­‐‑expresión  de  marcadores  de   activación   (A)   I-­‐‑A/I-­‐‑E,   (B)  
CD40,   (C)  CD80,   y   (D)  CD86   en  macrófagos  murinos  RAW264.7.   Insertos:   resumen  de   al  menos  
  tres  experimentos  individuales.  *  p  ≤  0.05,  Test  de  Mann-­‐‑Whitney.
  
3.5.2. Las  PMags  inducen  un  perfil  de  expresión  génica  de  activación  en  macrófagos  RAW264.7  
pero  difieren  del  inducido  por  LPS  
Las  células  RAW264.7  tratadas  con  PMag  25Br-­‐‑Plurónico  F-­‐‑127  y  750Br-­‐‑Zonyl  FSA  a  6.25  
µg/ml  (la  menor  concentración  a  la  que  observamos  secreción  de  IL-­‐‑12  p70)  durante  6  h,  
mostraron   un   perfil   de   expresión   de   genes   asociados   a   la   activación   de   macrófagos  
(Figura  R-­‐‑39).    
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  Figura  R-­‐‑39.  Perfil  génico  inducido  por  PMags  y  LPS  en  macrófagos  murinos,  RAW264.7.
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Los  niveles  de  expresión  de  los  tránscritos  de  las  citoquinas  pro-­‐‑inflamatorias  IL-­‐‑1β,  TNF-­‐‑
α,   IL-­‐‑6   e   IL-­‐‑12   aumentaron   tras   exposición   a   PMag   25Br-­‐‑Plurónico   F-­‐‑127   y   750Br-­‐‑Zonyl  
FSA.  CCL1,  CCL2,  CCL3  y  CCL4  aumentaron   sus  niveles  de   expresión  génica  >10  veces.  
Los   niveles   de   tránscritos   de   otras   quimoquinas   involucradas   en   la   respuesta   tipo   TH1,  
CCL22  y  CCL24,  también  aumentaron  tras  tratamiento  de  las  células  RAW264.7  con  PMag  
25Br-­‐‑Plurónico   F-­‐‑127   y   750Br-­‐‑Zonyl   FSA.   Sin   embargo,   el   tratamiento   con   PMag   25Br-­‐‑
Zonyl  FSA  (TA)  no  indujo  la  expresión  de  genes  asociados  con  la  activación  de  macrófagos  
(Figura  R-­‐‑39).  
Figura  R-­‐‑40.  Correlación  entre  perfiles  génicos  inducidos  por  PMags  y  LPS.  
  
Usamos   lipopolisacárido   (LPS),   un   componente   de   la   pared   bacteriana   que   induce   una  
pléyade  de  genes  vinculados  con  la  activación  de  macrófagos,  incluyendo  iNOS,  CCL5  y  
CCL17.   Sin   embargo,   PMag   25Br-­‐‑Plurónico   F-­‐‑127   y   750Br-­‐‑Zonyl   FSA   inhibieron   la  
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expresión  del   tránscrito  de   iNOS  al   igual  que  de  TGF-­‐‑β   (Figura  R-­‐‑39).     Adicionalmente,  
los  perfiles  de  expresión  de  genes  inducidos  por  estas  dos  nanopartículas  mostraron  una  
similitud   significativa   (Correlación   de   Pearson,   R2=   0.8399;   p<0.0001),   pero   distinta   de   la  
inducida   por   LPS   (Correlación   de   Pearson,   R2=0.08042,   p=0.6841,   y,   R2=0.02669,   p=0.4563,  
respectivamente)  (Figura  R-­‐‑40).  Este  perfil  de  expresión  génica  inducida  y  la  inducción  de  
citoquinas   estudiada   sugieren   que   las   PMags,   excepto   la   25Br-­‐‑Zonyl   FSA   (TA),   activan  
fuertemente  a  los  macrófagos  hacia  un  fenotipo  M1.  
3.5.3. Las  PMags  activan  a  las  MAPKs  
Una  de  las  moléculas  en  la  superficie  celular  que  podrían  interactuar  con  PEI  es  TLR-­‐‑4.  La  
activación   de   TLR-­‐‑4   y   la   subsecuente   actividad   de   la   proteína   de   andamiaje   MyD88  
conllevan  a   la  activación  de   la   ruta  de   las  MAPK  quinasa.  Los  mediadores  de  esta  ruta,  
p38  y  JNK,  activan  al  factor  de  transcripción  AP-­‐‑1  por  fosforilación,  y  IκB  que  induce  la  
activación   de   NFκB.   Para   verificar   la   activación   de   la   ruta   dependiente   de   TLR-­‐‑4,  
analizamos   los   niveles   de   fosforilación   de   p38   y   JNK   en   lisado   de   células   RAW264.7  
tratadas  con  PMags.  Para  el  estudio  cinético,  incubamos  las  células  con  las  nanopartículas  
por   0,   30,   60,   120,   y   240   minutos.   Tanto   PMag   25Br-­‐‑Plurónico   como   750Br-­‐‑Zonyl   FSA  
indujeron   la   fosforilación   de   p38   MAPK   y   JNK   desde   los   30   minutos   de   tratamiento  
(Figura  R-­‐‑41)   alcanzando   su  máximo   a   los   60  minutos.  Aunque   PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA  
(TA)   no   indujo   la   fosforilación   de   p38  MAPK,   la   fosforilación   de   JNK   aumentó   tras   el  
tratamiento  con  estas  nanopartículas.  
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Figura  R-­‐‑41.  Las  PMags  activan  la   ruta  de   las  MAPK.  *  p  ≤  0.05,  Test  de  Mann-­‐‑Whitney.   #p<0.05,  
Test  de  Mann-­‐‑Whitney,  diferencias  tras  tratamiento  con  LPS.  
  
3.5.4. Las  PMags  incrementan  el  metabolismo  del  hierro  
Puesto   que   la   internalización   de   nanopartículas   de   óxido   de   hierro   y   su   posterior  
degradación  por  la  maquinaria  molecular  de  las  células  podría  activar  el  metabolismo  del  
hierro,   analizamos   los   niveles   de   expresión   de   IRP2   (del   inglés   iron-­‐‑responsive   element-­‐‑
binding   protein   2),   una   proteína   que   responde   rápidamente   a   las   variaciones   de   Fe2+.   El  
tratamiento   con   todas   las   PMags,   excepto   PMag   750Br-­‐‑Zonyl   FSA,   indujo   un  
decrecimiento  de   los  niveles  de   IRP2   (Figura  R-­‐‑42,  A).  Este  decrecimiento  coincidió  con  
una  disminución  de  los  niveles  de  expresión  del  gen  de  IRP2.  Además,  el  tratamiento  con  
PMags   indujo   la   expresión   de   la   ferroportin-­‐‑1   (Slc40a1)   y   de   la   cadena   ligera   de   la  
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ferritina   (del   inglés   Ferritin   light   chain),   dos   importantes   proteínas   involucradas   en   la  
exocitosis  del  Fe2+  (Figura  R-­‐‑42,  B).  
Figura   R-­‐‑
42.  Influencia  de  las  PMags  sobre  factores  relacionados  con  el  metabolismo  del  hierro  en  las  células  
RAW264.7.   (A)   Modulación   de   la   proteína   IRP2   tras   6   h   de   incubación.   (B)   Modulación   de   la  
expresión   de   diferentes   genes   vinculados   al   metabolismo   del   hierro.      ***p<0.001,   Test   de  Mann-­‐‑
Whitney.  
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3.5.5. La   activación   de   macrófagos   RAW264.7   por   PMags   depende   parcialmente   de   TLR4   y  
EROs  
Para   confirmar   que   las   PMags   podrían   tener   un   efecto   sobre   TLR-­‐‑4,   pre-­‐‑tratamos   las  
células  RAW264.7  con  el  inhibidor  de  TLR-­‐‑4,  CLI-­‐‑095,  durante  2  h,  e  inmediatamente  las  
tratamos  con  PMag  (6.25  µg/ml)  por  6  h.    En  las  células  pre-­‐‑tratadas  con  el  inhibidor,  las  
PMags  no  fueron  capaces  de  inducir  las  expresión  de  novo  de      los  tránscritos  de  IL-­‐‑1b  ni  
del   factor   de   crecimiento   del   endotelio   vascular   (Vegfa)   (Figura   R-­‐‑43,   A),   sugiriendo   el  
involucramiento  de  TLR-­‐‑4  en  la  activación  dependiente  de  PMag.    
Como  era  esperado,  la  inhibición  de  la  señalización  por  TLR-­‐‑4  redujo  significativamente  
la   inducción  de  Ccl2,  Ccl3  y  Ccl4   por  LPS;   sin   embargo,  no   afectó   la   inducción  de   estas  
quimioquinas  por  las  PMags  (Figura  R-­‐‑43,  A).  Por  lo  tanto,  TLR-­‐‑4  está  solo  parcialmente  
involucrado  en  la  activación  inducida  por  estas  nanopartículas.  
Figura  R-­‐‑43.  La  señalización  por  TLR-­‐‑4  y  EROs  contribuye  a  la  activación  de  las  células  RAW264.7  
por   PMags.   (A),   La   inhibición   de   TLR-­‐‑4   por   CLI-­‐‑095   altera   la   expresión   génica   de   las   células  
inducida  por  PMags.  (B),  La  inhibición  de  EROs  disminuye  la  expresión  de  tránscritos  de   Il1b   en  
  células  tratadas  con  PMags.  *p<0.05,  Test  de  Mann-­‐‑Whitney.
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Para   analizar   el   involucramiento   de   EROs   en   la   activación   de   los   macrófagos,   pre-­‐‑
tratamos  células  RAW264.7  con  el  reactivo  hidroanisole  butilado  (BHA)  que  reacciona  con  
EROs   conllevando   a   su   eliminación,   o   el   inhibidor   de   la   NAPDH   oxidasa,   yoduro   de  
definileno   (DPI),   y   a   continuación,   activamos   las   células   con   PMags.      Los   niveles  
inducidos   de   tránscrito   de   Il1b   mostraron   una   tendencia   a   disminuir   en   presencia   de  
todas  las  PMags,  que  fue  significativo  para  PMag  750Br-­‐‑Zonyl  FSA  (Figura  R-­‐‑43,  B).  Estos  
datos   sugieren   que   la   señalización   por   TLR-­‐‑4,   y   en   menor   medida,   por   EROs,   está  
involucrada  en  la  respuesta  de  los  macrófagos  a  PMags.  
A   continuación   analizamos   los   niveles   de   fosforilación   de   p44/p42   MAPK   (Erk1/2).   El  
tratamiento   con   PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA   (90   °C)   y   25Br-­‐‑Plurónico   F-­‐‑127   incrementó   la  
fosforilación  de  p44/p42  MAPK  (Figura  R-­‐‑44).  El  pre-­‐‑tratamiento  con  el  inhibidor  de  TLR-­‐‑
4   redujo   el   nivel   de   fosforilación   de   p44/p42   MAPK   en   las   células   RAW264.7   tras  
tratamiento  con  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90  °C)  y  25Br-­‐‑Plurónico  F-­‐‑127  (Figura  R-­‐‑44).    
Figura  R-­‐‑44.  Activación  de  p44/p42  MAPK  inducida  por  PMags  y  su  dependencia  de  TLR-­‐‑4  en  las  
células  RAW264.7.  
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Es   importante   precisar   que   en   el   rango   de   concentraciones   en   los   que   se   usaron,   los  
tratamientos   con   estos   inhibidores   (BHA   y   CLI-­‐‑095)   no   alteraron   la   viabilidad   de   las  
células.      El   tratamiento   con   BHA   parcialmente   rescató   a   las   células   RAW264.7   de   la  
toxicidad   inducida   por   estas   nanopartículas   a   altas   concentraciones,   en   tanto,   el   pre-­‐‑
tratamiento  con  CLI-­‐‑095  exacerbó  esta  toxicidad  (Figura  R-­‐‑45).  
Figura   R-­‐‑45.   Influencia   de   la   producción   de   ERO   y   la   señalización   por   TLR4   sobre   la   toxicidad  
inducidas  por  las  PMags  sobre  las  células  RAW264.7.  
3.5.6. Las  PMags  modulan  la  dinámica  de  podosomas  en  los  macrófagos  RAW264.7  
Los   podosomas   son   estructuras   adhesivas   ricas   en   actina   que   permiten   la   migración  
celular  y   la   invasión  a   través  de   factores  escultores  de   la  matriz  extracelular   tales   como  
metaloproteinasas   (MMP),   especialmente   la   MMP9   y   la   MMP2.   Puesto   que   las   PMags  
modulan   la  activación  de   los  macrófagos,  analizamos  cómo  estas  nanopartículas  afectan  
la  habilidad  de  los  macrófagos  para  formar  podosomas.  
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Tratamos  las  células  RAW264.7  con  PMag  (6.25  µg/ml)  por  6  h,  las  fijamos  para  el  marcaje  
de   filamentos   de   actina   (Faloidina-­‐‑TRITC),   el   marcador   de   podosomas,   vinculina,   y   el  
núcleo   (DAPI).      Los   podosomas   pueden   definirse   como   la   acumulación   de   actina  
(puntos),   usualmente   rodeados   por   la   vinculina   (Figura   R-­‐‑46,   cabeza   de   flechas)   en   la  
zona  ventral  de  las  células.  Comparado  con  las  células  sin  tratamiento,  las  células  tratadas  
con   PMags   incrementaron   tanta   la   densidad   de   podosomas   como   el   número   de   estas  
estructuras   por   células.   Sin   embargo,   las   células   tratadas   con   LPS   disminuyeron   la  
densidad   de   podosomas   tras   6   h   de   tratamiento   (Figura   R-­‐‑46).   Solo   se   observó   una  
variación   significativa   en  área  de   la   células   en   las   tratadas   con  LPS      (aumenta)  o  PMag  
25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90  °C)  (disminuye).  
Figura   R-­‐‑46.   Dinámica   de   podosomas   inducido   por   el   tratamiento   con   PMags   en   células  
RAW264.7.  (A)  Imágenes  representativas  de  podosomas  visualizadas  por  la  co-­‐‑tinción  de  F-­‐‑actina  
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y  vinculina   (Merged:  combinado).   (B)  Resumen  de   la  densidad  de  podosomas,  (C)  el  número  de  
podosomas  por   células,   y   (D)   el   área   de   la   célula,   basados   en   tres   experimentos   independientes  
 (Test  de  Mann-­‐‑Whitney,  dos-­‐‑brazos).
Para  comprobar  si  el  aumento  en  la  densidad  de  podosomas  se  traduce  en  un  incremento  
de   la   degradación   por   parte   de   los   macrófagos,   sembramos   células   RAW264.7   sobre  
cubre-­‐‑objetos  recubiertos  con  gelatina  marcada  fluorescentemente  (rodamina)  y  tratamos  
las  células  con  PMag  (6.25  µg/ml)  durante  24  h.  A  pesar  del  incremento  de  podosomas,  las  
células  RAW264.7  tratadas  con  PMags  mostraron  una  capacidad  reducida  de  degradación  
de  gelatina  comparada  con  las  células  sin  tratamiento  (Figura  R-­‐‑47,  A  y  B).  PMag  750Br-­‐‑
Zonyl  FSA  indujo  la  mayor  inhibición  de  degradación  detectada.    El  tratamiento  con  LPS  
no  afectó  significativamente  la  capacidad  degradativa  de  las  células  RAW264.7.  
La   capacidad   degradativa   reducida   coincidió   con   una   disminución   de   la   expresión   de  
genes  vinculados  con  este  proceso,   incluyendo  Mmp9,  Akt1,  Rac1,  y  Stat3   (Figura  R-­‐‑47,  
C).   La   expresión   de   los   inhibidores   de  metaloproteinasas,   TIMP1   y   serpin   E1,   aumenta  
tras   tratamiento   durante   6   h   con   PMags   (Figura   R-­‐‑47,   C).   La   expresión   de  Mmp14,   la  
metaloproteinasa   responsable   de   la   iniciación   del   proceso   de   degradación   por  
podosomas,  aumentó  con  el   tratamiento  con  LPS,  pero  disminuyó  con  el   tratamiento  de  
las   PMags.   Mmp9   igualmente   aumentó   con   el   tratamiento   con   LPS,   aunque   Timp1   y  
SerpinE1  aumentaron  también.    
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Figura   R-­‐‑47.   Degradación   de   gelatina   por   células   RAW264.7   tratadas   con   PMags.   (A)   Imágenes  
representativas   de   la   degradación   de   gelatina   (Rodamina)   por   células   RAW264.7   (Faloidina-­‐‑
Alexa488).  Las   flechas   indican   ejemplos  de  puntos   (negros)   de  degradación.   (B)  Resumen  de   los  
ensayos   de   degradación.   (C)   Modulación   de   la   expresión   de   genes   vinculados   con   la  
 degradación/migración  de  macrófagos.  (*  p,  Test  de  Mann-­‐‑Whitney,  dos-­‐‑brazos)
  
Finalmente,   MMP2   disminuyó   con   el   tratamiento   con   PMag   25Br-­‐‑Plurónico   F-­‐‑127,    
particularmente  en  su   forma  activa,  aunque  no  hubo  reducción  de  MMP2  en   las  células  
tratadas  con  LPS  o  PMag  25Br-­‐‑Zonyl  FSA  (90  °C)  (Figura  R-­‐‑48).  
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Nanopartículas  magnéticas  recubiertas  con  polietilenimina  como  agentes  transfectantes  
En   la   última   década,   se   han   hecho   ingentes   esfuerzos   para   mejorar   la   eficiencia   de   la  
transfección   génica   tanto   in   vitro   como   in   vivo.      Una   de   las   variantes   que   ha   cobrado  
esfuerzos   crecientes   ha   sido   la   basada   en   nanopartículas   magnéticas   capaces   de  
conjugación  con  ADN/ARN  como  plataforma  terapéutica  génica  [48,  175].    Este  interés  se  
basa  en  la  posibilidad  de  concentrar  las  nanopartículas  en  la  masa  tumoral  con  ayuda  de  
un   campo   magnético   externo   aplicado   en   la   zona   de   interés,   posibilitando   así   que   las  
células   estromales  y   tumorales   internalicen   eficientemente   el  nanomaterial   con   la  droga  
de  interés.  Esta  filosofía  busca  evitar  o  paliar  los  efectos  secundarios  derivados  de  muchos  
tratamientos   convencionales   y   pioneros   debido   a   la   biodistribución   sistémica   y   no  
localizada  del  fármaco  [176,  177].  
Para  este  estudio,  hemos  sintetizados  una  batería  de  nanopartículas  magnéticas  de  óxido  
de   hierro   recubiertas   con   poli-­‐‑etilénimina,   un   polímero   ampliamente   utilizado   en  
transfección   [168].      Todas   mostraron   citotoxicidad   frente   a   varias   líneas   celulares   al  
incrementar   su   concentración,   pudiéndose   deber   a   la   propia   poli-­‐‑etilénimina,   conocida  
por   inducir   muerte   celular   a   concentraciones   elevadas   [178].   El   mecanismo   de  
transfección  propuesto  para  los  policationes,  y  PEI  en  particular,  se  basa  en  la  ruptura  del  
endosoma   temprano   debido   a   una   actividad   de   bomba   de   protones   elevada,   con   la  
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consiguiente  ósmosis  y  aumento  del  volumen  de  los  endosomas.  De  hecho,  se  ha  visto  en  
muchos   casos   que   las   nanopartículas   inducen   ruptura   o   desestabilización   de   los  
compartimentos   endosomales   y/o   lisosomales,   provocando   que   su   contenido   entre   en  
contacto  con  el  citosol  y,  como  consecuencia,  se  induzcan  mecanismos  de  muerte  celular  
como   activación   de   caspasas,   cambio   de   potencia   de  membrana   de   las  mitocondrias,   o  
producción  de  EROs  [113,  179].      
En   este   estudio   demostramos      que   la   internalización   de   los   conjugados   pEGFP/PMag  
depende   en   gran   medida   de   la   endocitosis   mediada   por   caveolina,   como   ha   sido  
demostrado   para   los   conjugados   DNA/PEI   [179,   180].   Sin   embargo,   la   endocitosis  
mediada   por   clatrina   también   parece   estar   involucrada   aunque   en  menor  medida.      La  
eficiencia  de  transfección  de  las  nanopartículas  aquí  estudiadas  podría,  entonces,  deberse  
a   la   preferencia   por   la   ruta   de   endocitosis   dependiente   de   caveolina,   conocida   por   no  
incluir   fusión  con  compartimento   lisosomales,  o  no  preferencialmente,  y,  de  esta   forma,  
impedir  la  degradación  parcial  o  total  del  contenido  transportado  [181].    
Hemos   demostrado   que   las   nanopartículas  magnéticas   recubiertas   con   poli-­‐‑etilénimina  
también   son   capaces   de   introducir   apropiadamente   ARN   interferentes   e   inducir   la  
disminución  de   la   expresión  de   la  diana,   en  nuestro   caso,  de  BcL-­‐‑2.  Estos   resultados   se  
asemejan  a  otros  en  los  que  SPIONs  recubiertas  por  PEI  u  otros  policationes  son  capaces  
de  internalizar  apropiadamente  ARN  interferentes,  provocando  el  silenciamiento  del  gen  
en  cuestión  [182,  183].  
Bioactividad  intrínseca  sobre  células  Pan02.  
Aunque,   las   SPION   recubiertas   con  PEI   se   han  utilizado   como   agentes   de   transfección,  
poco   se   conoce   sobre   los   efectos   que   estas   nanopartículas   tienen   en   distintas   tipos  
celulares.  En  el  presente  trabajo,  analizamos  tales  afectos  a  nivel  molecular  y  celular  sobre  
la  línea  celular  de  carcinoma  murino,  Pan02  (Figura  D-­‐‑1).  Puesto  que  la  toxicidad  de  las  
PMags  aumenta  en  la  medida  en  que  aumentamos  su  concentración,  los  estudios  llevados  
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a  cabo  se  realizaron  a  concentraciones  sub-­‐‑letales  (6.25  µμg/ml),  para  evitar  la  interferencia  
de  los  procesos  de  muerte  celular  con  los  aquí  analizados.    
La   inducción  de  estrés  oxidativo  en  células   tras   tratamiento  con  partículas  de  óxidos  de  
hierro   es   una   consecuencia   directa   de   la   internalización   de   los   mismos   [184].   La  
producción   de   especies   reactivas   del   oxígeno   (EROs)   conlleva   a   la   activación   de   varios  
procesos   celulares   [185].   Por   ello,   el   tratamiento   de   las   células   Pan02   con   PMags,   que  
produce  un   incremento  de  EROs,   podría   activar   la  maquinaria  molecular   que   restringe  
los  posibles  daños  provenientes  de   las   reacciones   redox.   En   este   sentido,   los   niveles  de  
tránscritos  de  genes   relacionados   con   la   respuesta   a   estrés  oxidativo  y  metabolismo  del  
hierro   se   afectaron   por   el   tratamiento   con   PMags.   Las   enzimas   codificadas   por   estos  
tránscritos   están   involucradas   en   la   descomposición   del   superóxido   en   oxígeno   e  
peróxido   de   hidrógeno   (SOD,   del   inglés   superoxide   dismutase);   a   su   vez,   el   peróxido   de  
hidrógeno   es   descompuesto   por   la   enzima   catalasa   (CAT)   en   agua   y   oxígeno   [185].  De  
esta  forma,  se  eliminan  los  remanentes  de  EROs.    
Como   consecuencia   posible   de   la   producción   de   EROs,   varias   rutas   de   señalización   se  
vieron   afectadas,   incluyendo   la   elevación   de   los   niveles   de   sirtuína-­‐‑1   que,   a   tenor   con  
otros  estudios  en  los  que  SIRT1  participa  en  la  protección  celular  contra  el  daño  oxidativo  
[186,   187],   en   nuestro   caso   podría   ser   un   mecanismo   igualmente   de   defensa   contra   la  
elevación  de  los  niveles  de  estrés  oxidativo.  De  hecho,  la    inhibición  de  EROs  por  BHA  no  
solo   impide   la   elevación   de   la   expresión   de   SIRT1   tras   el   tratamiento   con   dos   de   las  
nanopartículas   estudiadas,   sino   también   inhibe   la   expresión   basal   de   esta   proteína.  
Sirtuína-­‐‑1  es  una  proteína  con  actividad  deacetilasa   (tipo  III  de   la   familia  de   las  HDAC,  
del   inglés   histone   deacetylases),   cuyas   dianas   incluyen   a   factores   importantes   para   la  
biología   tumoral   como   p53,   NF-­‐‑kB,   y   el   factor   de   transcripción   FOXO3   [188].   Es  
precisamente  a  través  de  la  desacetilación  de  este  último  que  SIRT1    contrarresta  el  exceso  
de   EROs,   puesto   que   la   desacetilación   de   FOXO3   conlleva   a   la   sobre-­‐‑expresión   de   la  
catalasa  y  MnSOD  [187].  Incluso,  el  aumento  de  la  expresión  de  la  catalasa  así  como  de  las  
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dismutasas   que   observamos   en   nuestro   estudio,   podría,   en   parte,   deberse   a   la   propia  
actividad   enzimática   de   SIRT1   a   través   de   la   activación   del   factor   de   transcripción  
FOXO3.  
Algunos  trabajos  demuestran  que  moléculas  anti-­‐‑oxidantes  como  la  vitamina  D  protegen  
las   células   del   daño   producido   por   EROs   a   través   del   incremento   de   SIRT1   vía   la  
activación   de   Erk1/2   [186].   Un   mecanismo   similar   se   ha   descrito   en   la   protección   de  
células  neuronales  tras  un  daño  cerebral  [189].  Las  modificaciones  de  SIRT1  dependientes  
de   EROs   parecen   afectar   su   estabilidad,   lo   que   finalmente   conlleva   a   su  migración   del  
núcleo  al  citoplasma  donde  es  degradado  por  el  proteasoma  [115].  Por  eso,  hipotetizamos  
que  el  aumento  inicial  en  el  nivel  de  SIRT1  es  una  de  la  respuesta  temprana  de  las  células  
ante   el   estrés   oxidativo;   pero   al   cabo   de   las   24   h,   este   mismo   estrés   modifica   SIRT1  
provocando  su  degradación.  Sin  embargo,   las  EROs   regulan   la  disponibilidad  de  SIRT1  
mediante   la   oxidación   de   varios   de   sus   residuos   [190].   Este   último   mecanismo   podría  
explicar   el   comportamiento   bifásico   de   la   expresión   de   SIRT1   tras   tratamiento   con  
nanopartículas,  con  un  aumento  a  las  2  h  como  un  mecanismo  frente  al  estrés  oxidativo  y  
su  disminución  a  las  24  h  por  regulación  negativa  de  su  función  por  oxidación.    
En  cuanto  al  metabolismo  del  hierro,  el  incremento  de  los  tránscritos  de  la  ferroportina-­‐‑1  
(Slc40a1)   y   del   transportador   de   metales   divalentes   (DMT1,   del   inglés   divalent   metal  
transporter-­‐‑1),  ambos  involucrados  en  los  procesos  de  exocitosis  de  Fe2+,  es  un  reflejo  de  la  
necesidad  de   eliminar   el   Fe2+   en   exceso.  Por  otra  parte,   el   tránscrito  para   el   receptor  de  
transferrina,  implicado  en  la  endocitosis  de  Fe2+,  disminuye  dando  lugar  a  una  respuesta  
celular   que   garantice   la   incorporación   no   continuada   de   este   catión   a   la   célula.   Las  
variaciones   en   el   tránscritoma   asociado   al   estrés   oxidativo   y   metabolismo   del   hierro  
sugieren   un  programa  de   respuesta   complejo   que   contrarresta   el   exceso   intracelular   de  
hierro  y  la  consecuente  sobreproducción  de  EROs,  en  concordancia  con  estudios  previos  
[191].  
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El  microRNA-­‐‑21  está  implicado  en  la  supervivencia  de  las  células  tumorales,  mediante  la  
regulación   de   varios   factores   involucrados   en   la   proliferación,   la   invasión   [192],   y  
apoptosis   [193].   La   regulación   negativa   de   PTEN,   Sprouty1,   y   BcL-­‐‑2   conlleva   a   la  
exacerbación  descontrolada  de   la  proliferación,  y  a   la  resistencia  a   la  muerte  celular.  De  
hecho,   Sprouty1,   un   regulador   negativo   de   la   proliferación   [97],   aumenta   sus   niveles  
proteicos   a   las   2   h   de   tratamiento   con   PMags,   coincidiendo   con   la   disminución   de   los  
niveles   de   microRNA-­‐‑21   maduro.   Sin   embargo,   el   nivel   de   su   trascripto   disminuye,  
sugiriendo  que  el   efecto   regulador  del  microRNA-­‐‑21   sobre  Sprouty1   tiene   lugar  a  nivel  
traduccional.  La  expresión  génica  de  otros  dos  de  las  dianas  moleculares  del  microRNA-­‐‑
21,  PTEN  y  PDCD4,  aumentan  al  mismo  tiempo  que  disminuye  el  nivel  del  microRNA.  
Aunque,  microARN-­‐‑21  no  solo  recupera  su  nivel  basal,  sino  que  aumenta  a  las  24  h,  sus  
dianas   incrementan   sus   niveles,   lo   que   sugiere   que   otros   factores   independientes   de  
microRNA-­‐‑21  podrían  estar  regulando  su  expresión.    
De   hecho,   en   contradicción   con   el   aumento   de   la   proteína   anti-­‐‑proliferativa,   Sprouty1,    
dos   ciclinas   reguladoras   del   ciclo   celular   (ciclina   A1   y   D1)   [194,   195]   ,   aumentan  
significativamente.  Sin  embargo,  este  incremento  en  sus  niveles  podría  estar  relacionado  
con  el  propio  aumento  a  las  24  h  del  microRNA-­‐‑21,  puesto  que  se  ha  demostrado  que  este  
microRNA  regula  positiva  e  indirectamente  la  traducción  de  la  ciclina  D1  en  hepatocitos  
[196].   Notablemente,   este   efecto   del   tratamiento   con   PMags   sobre   las   ciclinas  
mencionadas   parece   depender   de   EROs,   puesto   que   la   eliminación   parcial   de   estas  
especies  reactivas,  por  el  compuesto  BHA,  impidió  el  aumento  de  la  ciclina  A1  y  D1.  Un  
estudio  arrojó  que  la  producción  de  EROs  endógeno  induce  la  proliferación  a  través  de  la  
inducción   transiente   de   la   ciclina   D1   [197].   Por   el   contrario,   otros   reportan   que   la  
presencia  de  EROs   regula  negativamente   la   ciclina  D1   en   células  HepG2,  donde   indujo  
una   parada   del   ciclo   celular   en   G1/S   [198].   En   nuestro   caso,   las   EROs   parecen   ser   las  
responsables,  en  parte,  de  la  expresión  de  las  ciclinas  en  células  tratadas  con  PMags,  pero  
no  afectan  la  proliferación  celular.  
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La  señalización  dependiente  de   las  MAPK,  específicamente,  de  p44/p42  MAPK   (Erk1/2)  
está   estrechamente   relacionada   con   procesos   de   proliferación   y   supervivencia.   El  
incremento  de  factores  dependiente  de  la  fosforilación  de  Erk1/2  como  microRNA-­‐‑21  (24  
h)   y   SIRT1   (2   h),   sugerían   que   tal   ruta   es   activada   con   el   tratamiento   con   PMags.   De  
hecho,   detectamos   un   aumento   del   nivel   de   fosforilación   de   Erk1/2   a   las   2   h   de  
tratamiento   con   PMags.   Aún   más   importante,   tal   proceso   depende   de   la   presencia   de  
EROs,   puesto   que   la   eliminación   parcial   de   EROs   con   BHA,   redujo   la   inducción   de   p-­‐‑
Erk1/2.    
La   señalización   por   NOTCH1   participa   en   la   iniciación   y   mantenimiento   de   procesos  
tumorigénicos;  particularmente,   en   carcinoma  pancreático   se  ha  demostrado  que   regula  
positivamente   la   proliferación   celular   [199].   Por   otra   parte,   las   rutas   dependientes   de  
EROs   y   NOTCH1   cooperan   entre   ellas   en   la   regulación   de   los   procesos   celulares   que  
conllevan   a   la   invasión   por   parte   de   las   células   tumorales   [116].   En   nuestro   estudio  
demostramos   que   las   PMags,   aunque   no   inducen   un   incremento   significativo   de   la  
expresión   de   NOTCH1,   sí   inducen   un   aumento   del   nivel   de   Jagged1,   uno   de   sus  
ligandoos  naturales.  Puesto  que  el  tratamiento  con  BHA  redujo  el  incremento  de  Jagged1  
a  las  24  h  de  tratamiento  con  PMag,  la  sobre-­‐‑producción  de  EROs  parece  ser  el  causante  
de  la  sobre-­‐‑expresión  de  Jagged1  como  una  respuesta  de  supervivencia  de  las  células  ante  
el   estrés   oxidativo   inducido.   Sin   embargo,   el   aumento   de   Jagged1   no   aumentó   la  
proliferación   de   las   células   de   adenocarcinoma   murino   pancreático,   Pan02,   ni   su  
invasividad.  
En  concordancia,  pese  al  incremento  de  las  ciclina  A1  y  D1,  no  observamos  un  incremento  
de   la   proliferación   de   las   células   de   adenocarcinoma   pancreático   murino,   Pan02.   Este  
efecto   puede   ser   el   resultado   del   balance   entre   la   expresión   de   factores   pro-­‐‑   y   anti-­‐‑
proliferativos,  y  en  consecuencia,   las  células  mantienen  su  ciclo  normal  de  proliferación.  
Tal  es  el  caso  de  la  ligasa  E3,  c-­‐‑Cbl,  asociada  a  anergia  celular  [200],  que,  como  Sprouty-­‐‑1,  
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regula  negativamente  la  señalización  por  receptores  tirosina  quinasas,  y  puede  limitar  la  
proliferación  celular  [97,  201].  
La   migración/invasión   de   células   tumorales   está   regulada   por   varias   rutas   de  
señalización,   incluidas,   la  dependiente  de  microARN-­‐‑21   [92,   94].   c-­‐‑Cbl   también  modula  
negativamente  la  capacidad  invasiva  de  las  células  tumorales  a  través  de  la  ubicuitinación  
de  varias  proteínas  involucradas  en  este  proceso  celular  [100].  De  esta  forma,  detectamos  
un  incremento  de  la  expresión  de  c-­‐‑Cbl  con  el  tratamiento  con  las  nanopartículas,  que  se  
correspondió   con   una   disminución   de   la   capacidad   invasiva   de   las   células   de  
adenocarcinoma  pancreático.  En  concordancia,  detectamos  una  menor  capacidad  invasiva  
a  través  de  membrana  basal  intestinal,  debido  a  una  capacidad  degradativa  de  colágeno  
IV   disminuida.   Este   efecto   puede   explicarse   por   una   reducción   significativa   en   la  
densidad  y  número  de  invadosomas  en  las  células  tratadas  con  nanopartículas  debido  ya  
sea  a  la  inhibición  del  rearreglo  de  la  actina,  o  a  alteraciones  en  las  etapas  iniciales  de  la  
formación  de   invadosomas.  Este  resultado  indica  que   las  nanopartículas  recubiertas  con  
PEI  pueden  reducir  la  invasividad  de  las  células  de  adenocarcinoma  pancreático  murino.  
Como  tal,  las  propiedades  intrínsecas  de  estas  nanopartículas,  en  principio  desarrolladas  
para   la   terapia   génica,   pueden   también   proveerlas   de   actividad   anti-­‐‑metastásica,  
haciéndolas  más  atractivas  para  futuras  exploraciones  clínicas.  
Desde   un   mero   punto   de   vista   mecánico,   la   fuerza   de   adhesión   celular   influye   en   la  
habilidad   de   las   células   para  migrar.   Fuerzas   de   adhesión   al   sustrato   extremadamente  
fuertes  o  débiles  causan  la  inhibición  de  la  migración  a  través  de  la  generación  de  anclaje  
estable  o  una  pobre  tracción  La  interacción  de  nanopartículas   inorgánicas  con  la  red  del  
citoesqueleto  puede  impedir  los  procesos  migratorios.  En  este  sentido,  nanopartículas  de  
TiO2,  SiO2,  e  hidroxiapatita  desestabilizan  la  red  de  microtúbulos  en  células  epiteliales,  y,  
por  consiguiente,   su  migración   [202].  Además,   se  ha  demostrado  que  nanopartículas  de  
TiO2   y   oro   impiden   la   polimerización   de   tubulina   in   situ   [203].   En   concordancia   con   lo  
anteriormente  expuesto,  nuestros  resultados   indican  que   las  nanopartículas  de  óxido  de  
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hierro   recubiertas   con   PEI   pueden   afectar   al   citoesqueleto   e   impedir   la   formación  
apropiada   de   invadosomas.   Tal   parece   que   la   inhibición   de   la   formación   de   estas  
estructuras   es   la   causa   principal   de   la   reducida   capacidad   invasiva   de   las   células   de  
adenocarcinoma   pancreático.   Otro   estudio   también   ha   demostrado   que   SPION  
recubiertas   con  ácido  gamboico   inhiben   la  migración  de   células   tumorales  pancreáticas,  
aunque,  en  ese  caso  también  inhibió  la  proliferación  celular  [204].  
Figure   D-­‐‑1.   Esquema   general   del  
efecto   de   nanopartículas   recubiertas  
con   polietilenimina   sobre   células  
tumorales   pancreáticas.   Las   PMags  
son   internalizadas   preferencialmente  
por   endocitosis   mediada   por  
caveolina.   La   degradación   de   las  
nanopartículas   conlleva   al   aumento  
del  Fe2+  intracelular  y  a  la  producción  
de   EROs.   Como   consecuencia,   se  
modulan   los   transcritomas   asociados  
al   metabolismo   del   hierro   y   a   la  
respuesta   anti-­‐‑estrés   oxidativo   que  
contrarresta   el   exceso   de   hierro   y  
EROs,   respectivamente.   Las   EROs  
inducen   el   aumento   de   la   expresión  
de   factores   reguladores   del   ciclo  
celular,  las  ciclinas  A1  y  D1,  así  como  
activación      de   Erk1/2.   Sin   embargo,  
las   PMags   también   inducen   los  
inhibidores  de  la  proliferación  celular  
Sprouty-­‐‑1,   PTEN,   y   PDCD4   a   través  
de   la   inhibición   del   micrARNN-­‐‑21,   conllevando   a   un   equilibrio   de   señales   pro-­‐‑   y   anti-­‐‑
proliferativas.   Concomitantemente,   las   nanopartículas   impiden   la   formación   de   invadosomas   a  
través  de  la  inhibición  de  la  activación  de  la  quinasa  Src  y  la     disminución  de  la  expresión  de  las  
metaloproteinasas  MT1-­‐‑MMP  y  MMP2,  que,  conjuntamente  con  el  aumento  de  los  inhibidores  de  
la   migración   celular   PDCD4Sprouty-­‐‑1   y   PTEN,   contribuye   a   la   inhibición   de   los   procesos   de  
  migración/invasión  de  las  células  tumorales  pancreáticas.    
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Aunque  la  interferencia  mecánica  de  la  nanopartículas  con  el  citoesqueleto  puede  ser  una  
de   las   causas   de   la   disminución   en   la  migración   e   invasión,   la  modulación   de   factores  
claves  de  los  procesos  celulares  de  migración  es  probablemente  la  mayor  contribución  a  
este   efecto.   En   este   trabajo,   observamos   una   reducción   temprana   de      la   expresión   de  
microARN-­‐‑21  tras  el  tratamiento  con  nanopartículas.  Notablemente,  las  dianas  naturales  
de  microARN-­‐‑21,  PDCD4,  PTEN,  y  Sprouty-­‐‑1,  están  involucradas  en  la  regulación  de   la  
migración  celular.  PDCD4   limita   la   invasión  de   las   células   tumorales  de  pulmón   tras   la  
inhibición   de   micrARN-­‐‑21   [92].   Similarmente,   Sprouty-­‐‑1   inhibe   el   crecimiento   y  
migración  de  las  células  tumorales  de  ovario  a  través  de  la  disminución  de  fosfo-­‐‑Akt  [97].  
Por  otra  parte,  PTEN  se  asociado  a  la  pérdida  de  vimentina  y  a  la  sobre-­‐‑expresión  de  E-­‐‑
cadherina,   induciendo   como   consecuencia   la   reversión   de   la   transición   epitelio-­‐‑
mesenquimal  en  las  células  tumorales,  y,  por  ende,  la  migración  celular  [205].    
Tras   el   tratamiento   con   PMags   que   provoca   la   reducción   temprana   de   los   niveles   de  
microARN-­‐‑21,  observamos  un  aumento  significativo  de  la  expresión  de  Pten  y  Pdcd4  que  
se   mantuvo   hasta   las   24   h   de   seguimiento.   En   el   caso   de   Sprouty-­‐‑1,   a   pesar   de   la  
reducción   temprana   de   la   expresión   génica,   los   niveles   proteicos   de   Sprouty-­‐‑1  
aumentaron  desde   las  2  h  de  seguimiento.  Por   lo  cual,  hipotetizamos  que  el  efecto  anti-­‐‑
migratorio  de  las  PMags  sobre  las  células  de  adenocarcinoma  pancreático,  Pan02,  ocurre,  
por  lo  menos  en  parte,  a  través  de  la  inhibición  de  microARN-­‐‑21  y  la  sobre-­‐‑expresión  de  
sus  dianas  moleculares  PTEN,  PDCD4  y  Sprouty-­‐‑1,  y  como  consecuencia,  a  la  inhibición  
de  la  transición  epitelio-­‐‑mesenquimal  y  a  la  migración  celular.    Otras  nanopartículas  han  
demostrado  ser  capaces  de  inhibir  la  transición  epitelio-­‐‑mesenquimal .  Tal  es  el  caso  de  38
las  nanopartículas  de  oro  que  inhiben  la  proliferación  tumoral  y  la  migración  a  través  de  
la   disminución   de   la   activación   de   MAPK   y   a   una   reversión   de   la   transición   epitelio-­‐‑
mesenquimal  [206].    De  igual  forma,  las  nanopartículas  de  oro  reducen  el  tamaño  tumoral  
en   dos  modelos   ortotópicos   de   cáncer   de   ovario   debido   a   la   reversión   de   la   transición  
                                                
38  Transición  epitelio-­‐‑mesenquimal:  proceso  biológico  por  el  cual  una  célula  pierde  su  polaridad  y  
gana  capacidad  migratoria  e  invasiva.  
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epitelio-­‐‑mesenquimal   mediado   por   la   expresión   de   E-­‐‑cadherina   y   la   inhibición   de   la  
expresión  de  Snail  y  N-­‐‑cadherina  [206].  Igualmente,  la  inhibición  de  microARN-­‐‑21  se  ha  
vinculado   con   el   efecto   anti-­‐‑metastásico   de   fármaco   como   el   Resveratrol   en   células  
tumorales  pancreáticas  [192].    
La   disminución   de   la   expresión   de   Tgfb   también   apoya   esta   hipótesis.   La   señalización  
dependiente  de  TGF-­‐‑β  promueve   la  migración   celular   a   través  de   la   inducción  de  Snail  
[207].  Este   factor  está   también  asociado  a   la   transición  epitelio-­‐‑mesenquimal,  por  el  que  
promueve  la  migración  celular  y  la  invasión  [208].  De  esta  forma,  la  disminución  de  Tgfb  
puede   impedir   la   señalización   autocrina   y   paracrina,   y,   eventualmente,   causar   la  
inhibición  de  la  migración.    
Aunque   la   expresión   de   varios   genes   vinculados   a   la   migración   aumenta   tras   el  
tratamiento   con   nanopartículas,   el   inhibidor   SerpinE1   aumenta   concomitantemente.   El  
inhibidor  del  activador  de  plasminógeno  (PAI-­‐‑1  o  SerpinE-­‐‑1)  es  un  inhibidor  extracelular  
de   la   actividad   de   las   metaloproteinasas.   Típicamente,   la   presencia   de   PAI-­‐‑1   inhibe   la  
actividad  de  la  plasmina  que  se  requiere  para  el  corte  de  las  pro-­‐‑metaloproteinasas  en  su  
forma  activa  [209].  Esta  podría  ser  la  causa  de  que,  aun  cuando  el  tránscrito  de  MMP2  y  
MMP9   aumentan,   la   actividad   proteolítica   de   ambas   puede   verse   inhibida   por   la  
presencia   de   PAI-­‐‑1.   PAI-­‐‑1   no   solo   afecta   la   invasión   a   través   de   la   inhibición   de   la  
actividad  de   las  metaloproteinasas,   sino   también  a   través  del   control  de  varias   rutas  de  
señalización  intracelulares,  como  Jak1/STAT1  [210].  Incluso  a  bajas  concentraciones,  PAI-­‐‑1  
promueve   el   rearreglo   del   citoesqueleto   y   la   pérdida   de   adhesiones   focales,   ambos  
procesos   importantes   en   la   formación   de   invadosomas   [211].   Con   lo   que   podemos  
especular  que  SerpinE1  no  solo  inhibe  la  actividad  de  las  metaloproteinasas,  y  por  ende  la  
degradación   de   la   matriz   extracelular,   sino   también   desestabiliza   la   formación   de  
invadosomas,   contribuyendo   al   efecto   general   de   las   nanopartículas.   Además,   PAI-­‐‑1  
inhibe   la   migración   de   otros   tipos   de   células   tumorales   como   las   de   próstata   [212].  
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Incluso,   el   activador  de   la  plasminógeno  uroquinasa,  uPA,  está  asociado  a   la   capacidad  
metastásica  [213].    
En  resumen,  las  PMags  no  solo  activan  los  mecanismos  moleculares  del  metabolismo  del  
hierro  y  anti-­‐‑oxidativo,  sino  también,   inhiben  la  capacidad  de  migración/invasión  de  las  
células  tumorales  pancreáticas,  sugiriendo  su  uso  en  estrategias  anti-­‐‑metastásicas.  
Bioactividad  intrínseca  sobre  células  endoteliales  y  fibroblastos.  
En  este  trabajo  hemos  caracterizado  el  efecto  que  tiene  el  tratamiento  de  las  PMags  sobre  
la  expresión  de  varios  genes  vinculados  con  respuesta  inmune  y  angiogénesis  en  células  
endoteliales  de  ratón  (células  SVEC4-­‐‑10,  como  modelo  celular  de  células  endoteliales).  El  
estudio   arrojó   la   inducción  de   la   expresión  de  varias   quimioquinas   involucradas   en   los  
procesos  de  angiogénesis  como  CXCL1,  CXCL2  y  CXCL3.  Igualmente,  se  indujo  la  sobre-­‐‑
expresión   de   factores   involucrados   en   la   respuesta   inmune   como   IL-­‐‑6,   TNF-­‐‑α   e   IL-­‐‑23.  
Curiosamente,  se  redujo  la  expresión  de  TGF-­‐‑β,  que  inhibe  la  respuesta  inmune  [214],  con  
lo   cual   el  balance  de  expresión  génica   inducido  podría   favorecer  una   respuesta   inmune  
TH1.    
Las   SPIONs   recubiertas   con   PEI   inhibieron   la   capacidad   invasiva   de   las   células  
endoteliales   según   ensayos   de   cierre   de   herida   in   vitro.   Se   ha   demostrado   que   altas  
concentraciones  de  nanopartículas  de  óxido  de  hierro  intracelular  desestabilizan  la  red  de  
microtúbulos  en  células  endoteliales  humanas,  así  como  la  señalización  mediada  por  FAK  
(del  inglés,  focal  adhesion  kinase)  [215].  Similarmente,  se  ha  demostrado  que  nanopartículas  
de  oro  inhiben  la  migración  y  la  angiogénesis  inducida  por  VEGF  de  células  del  endotelio  
vascular  humano  mediado  por  cambios  en  la  ultraestructura  de  la  membrana  celular  y  el  
citoesqueleto   [216].   Incluso,   SPION   recubiertas   con  dextrano,   actualmente   en   uso   como  
agente  de  contraste  en  clínica,  compromete  la  integridad  del  endotelio  [217].  
En  el   caso  de   los   fibroblastos,   la   inhibición  de  CXCL2  y  el  aumento  de  CCL4,  CXCL1  y  
CXCL5   inducido   por   el   tratamiento   de   las   PMags   sugieren   que   estas   nanopartículas  
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podrían  interactuar  con  los  fibroblastos  del  estroma  tisular  e  inducir  cambios  fisiológicos  
importantes,   contribuyendo  a   la   respuesta   inmune  y  a   los  procesos  de  angiogénesis.  De  
hecho,   CXCL1,   CXCL2   y   CXCL5   son   tres   quimioquinas   angiogénicas   cuyo   receptor  
común  es  el  CXCR2  [218,  219].  Por  lo  tanto,  es  comprensible  que  en  un  escenario  in  vivo  
el   tratamiento   con   PMag   podría   inducir   la   secreción   de   quimioquinas   por   fibroblastos,  
cuyo  balance  determinará  qué  proceso  prevalecerá,  la  angiogénesis  o  la  angiostasis  
En  resumen,   las  nanopartículas  de  óxido  de  hierro  recubiertas  con  PEI   inducen  cambios  
celulares   importantes   en   células   endoteliales   y   fibroblastos,   pudiendo   contribuir   a   la  
respuesta  inmune  y  angiogénesis   in  vivo  en  modelos  animales.  Notablemente,  PEI  por  sí  
solo   induce   efectos   similares,   lo   que   sugiere   que   parte   de   la   bioactividad   de   esta  
nanopartículas  puede  deberse  al  polímero.    
Bioactividad   intrínseca   sobre   células   del   sistema   fagocítico   mononuclear;   propiedades  
adyuvantes.  
Se  ha  descrito  que  tanto  la  polietilenimina  (PEI)  como  el  óxido  de  hierro  son  capaces  de  
alterar   la   respuesta   inmune;   PEI   actúa   como   un   potente   adyuvante   a   través   de   la  
activación  de      la  señalización  dependiente  de  TLR-­‐‑4   [132],  pero   los  efectos  del  óxido  de  
hierro   son   contradictorios,   dependiendo   de   la   concentración   ruta   de   inmunización,   etc.  
[163,   166].   De   allí,   que   la   inmunogenicidad   de      la   combinación   de   ambos   en   una   sola  
formulación   fuera  de  nuestro   interés.  Demostramos  que   las  PMags   inducen   la  secreción  
de  IL-­‐‑12  por  las  células  RAW264.7,  una  línea  celular  murina  similar  a  macrófagos,  y  por  
las   células   diferenciadas   con   PMA,   THP1,   una   línea   pro-­‐‑monocítica   humana.   Sin  
embargo,   a   diferencia   de   otros   estudios   con   PEI   [132,   162],   las   PMags   indujeron  
igualmente   la   secreción   de   IL-­‐‑10   por   parte   de   las   células   diferenciadas   THP1.  
Notablemente,   PMag   25Br-­‐‑Zonyl   FSA   (TA)   no   indujo   la   secreción   de   IL-­‐‑12;   incluso,  
inhibió   la   secreción  de   IL-­‐‑10  por  parte  de   las   células  THP1,   confirmando   las  diferencias  
funcionales   entre   esta  y   el   resto  de   las  PMags.  La   inducción  de   IL-­‐‑10  podría  deberse   al  
núcleo   de   óxido   de   hierro,   puesto   que   se   ha   demostrado   que   nanopartículas  
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superparamagnéticas   de   magnetita   sin   recubrimiento   inducen   la   secreción   de   IL-­‐‑10   en  
sangre  heparinizada  [220].  La  activación  de  Erk1/2  con  el  tratamiento  con  PMags  también  
podría  contribuir  a   la  producción  de   IL-­‐‑10,  puesto  que   los  altos  niveles  de  Erk  activado  
están  asociados  con  la  producción  de  esta  citoquina  en  macrófagos  [221].  
  
Figura   D-­‐‑2.   Esquema  
resumen   del   efecto   de   las  
nanopartículas   magnéticas  
recubiertas   con  
polietilenimina   sobre  
macrófagos.    
  
Similarmente,   las  
PMags   indujeron   la  
secreción  de  IL-­‐‑12  por  parte  de  macrófagos  peritoneales  y  esplenocitos,  así  como,  de  IFN-­‐‑
γ por  estos  últimos.  El   incremento  de   los  niveles  de  expresión  de   los  marcadores  CD40,  
CD80,  CD86  e  I-­‐‑A/I-­‐‑E  confirma  el  estatus  activado  de  las  células  RAW264.7.  PMag  25Br-­‐‑
Zonyl   FSA   (TA)   no   activó   a   los   macrófagos,   sugiriendo   que   los   parámetros   químicos  
influencian   la   inmunogenicidad   de   las   PMags.   Una   dependencia   similar   de   la  
inmunogenicidad   con   la   química   se   ha   descrito   para   otros   nanomateriales   [222]   y  
nanopartículas  de  PLGA  [223].  
Aunque   el   perfil   de   inducción  génica   es   similar   entre   las  PMag   25Br-­‐‑Plurónico  F-­‐‑127  Y  
PMag  750Br-­‐‑Zonyl  FSA,  este  difiere  significativamente  del  inducido  por  lipopolisacárido  
(LPS).  Encontramos  que  tal  activación  depende  parcialmente  de  la  señalización  por  TLR-­‐‑
4,  puesto  que  la  inhibición  de  este  receptor  con  el  compuesto  CLI-­‐‑095  redujo  grandemente  
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la  inducción  de  la  expresión  de  Il1b  y  de  Vegfa.  Sin  embargo,  otros  genes  importantes  en  la  
respuesta  pro-­‐‑M1,  como  Ccl2,  Ccl3,  y  Ccl4,  no  se  vieron  afectados  tras  inhibición  con  CLI-­‐‑
095,   lo   que   sugiere   que   la   inducción   de   dichos   genes   no   depende   solamente   de   la  
activación  de  TLR-­‐‑4  por  PMag.    
Un  incremento  intracelular  de  PMag  conlleva  a  una  degradación  del  núcleo  de  magnetita  
a   Fe2+,   lo   que   activa   los   mecanismos   metabólicos   relacionados   con   el   hierro   [191].   La  
proteína   unidora   de   elementos   respondedores   al   hierro   (IRP2,   del   inglés   iron-­‐‑responsive  
elment   (IRE)-­‐‑binding   protein)   es   un   factor   importante   asociado   a   la   rápida   respuesta  
inducida  por  Fe2+  [224].    Observamos  un  decrecimiento  en  los  niveles  de  expresión  de  gen  
del  IRP2  tras  el  tratamiento  con  PMag,  probablemente  debido  al   incremento  del  ión  Fe2+  
como  resultado  de  la  degradación  de  la  magnetita.  Este  decrecimiento  en  IRP2  coincidió  
con  un  incremento  en  la  expresión  de  la  ferroportina-­‐‑1  (Slc40a1)  y   la  cadena  ligera  de  la  
ferritina.  En  condiciones  de  bajo  hierro  intracelular,  la  IRP2  reprime  la  traducción  tanto  de  
la  cadena  ligera  como  pesada  de  la  ferritina,  así  como  de  la  ferroportina-­‐‑1  a  través  de  la  
unión   a   elementos   en   la   región   5’UTR   [225]   y   estabiliza   el   ARNm   del   receptor   de  
transferrina  y  de  DMT1  (Slc11a2)  a  través  de  la  unión  a  elementos  presentes  en  la  región  
3’UTR  [122].  Por  el  contrario,  IRP2  es  degradado  en  condiciones  de  alta  concentración  de  
hierro   intracelular,   conllevando   a   una   activación   de   la   traducción   de   la   ferritina   y   la  
ferroportina-­‐‑1,   y   un   decrecimiento   en   los   niveles   de   los   tránscritos   de   DMT1   y   del  
receptor   de   transferrina   [122].   Esto   sugiere   que   el   incremento   de   PMag   intracelular  
provoca   alta   concentración   de   Fe2+,   resultando   en   la   degradación   de   la   IRP2.   Como  
consecuencia,   la   expresión   de   ferroportin-­‐‑1   y   la   ferritina   aumenta,   y   los   niveles   de  
receptor   de   transferrina   tienden   a   disminuir.   Este   efecto,   sin   embargo,   varía   entre   las  
diferentes  PMags  analizadas  sugiriendo  una  velocidad  de  degradación  diferencial  dentro  
de  las  células.  
Puesto  que   el   óxido  de  hierro  puede   inducir  EROs   [226],  unos  de   los  mediadores  de   la  
respuesta  inflamatoria,  estos  intermediarios  podrían  igualmente  controlar  algunos  efectos  
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inducidos  por  las  PMags  en  macrófagos.  De  hecho,  las  EROs  parecen  estar  parcialmente  
involucradas   en   la   activación      inducida   por   PMag   puesto   que   el   tratamiento   con   BHA  
redujo  la  inducción  de  Il1b,  pero  no  afectó  la  inducción  de  otros  genes.  Por  tanto,  TLR-­‐‑4  y  
EROs   solo   están   involucrados   parcialmente   en   la   activación,   dejando   abierta   la  
posibilidad   de   que   otros   procesos   estén   mediando   el   efecto   de   las   PMags   sobre   los  
macrófagos.    Otros  nanomateriales  son  capaces  de  activar  a  los  macrófagos  por  distintas  
rutas   que   conllevan   a   la   autofagia   y   a   la   señalización   por   TLR,   como   es   el   caso   de   los  
óxidos  de  grafeno  [227].     Similar  a  nuestro  estudio,   las  nanopartículas  de  óxido  de  cerio  
modulan  negativamente  la  expresión  de  iNOS,  lo  que  se  traduce  en  una  supresión  de  la  
respuesta  inflamatoria,  presumiblemente  debida  por  el  efecto  ‘’scavenger’’  de  EROs  [228].  
Puesto  que  PEI  está  asociado  con  la  ruptura  de  los  compartimentos  endosomales    debido  
al   llamado   efecto   esponja,   este  mecanismo  podría  parcialmente   explicar   el   efecto  de   las  
PMags,   activando   factores   que   responden   a   la   liberación   de   contenido   endosomal   al  
citoplasma.  En  este   sentido,   se  ha  demostrado  que  el   agente   lisosomatrópico  L-­‐‑leucil-­‐‑L-­‐‑
leucina   metil   éster   provoca   la   activación   del   inflamasoma   NLRP3   a   través   de   la  
fosforilación  de   JNK   [229].  Teniendo  en   cuenta  que  observamos  en  nuestro  estudio  que  
JNK  es  fosforilado  tras  el  tratamiento  con  PMag,  es  posible  que  un  mecanismo  similar  al  
inflamasoma  tenga  lugar  también  en  nuestro  escenario  experimental.  
La  migración  de   los  macrófagos  depende  no  solamente  de   la  dinámica  de   formación  de  
podosomas   a   nivel   molecular   [230],   sino   también,   de   las   características  
fenotípicas/funcionales   de   los   mismos.   Los   macrófagos   periféricos   escudriñan   el  
microambiente  tisular  por  daños  peligrosos,  y  son  células  migratorias  especializadas  con  
un   movimiento   ameboide   o   mesenquimal.   Este   último   tiene   lugar   en   matrices  
extracelulares  muy  densas  en  los  que  el  microambiente  debe  ser  activamente  degradado.  
En   nuestro   estudio,   observamos   que   la   densidad   de   podosomas   de   los   macrófagos  
(RAW264.7)   tratados   con   PMag   aumenta.   Como   quiera   que,   el   óxido   de   hierro   induce  
EROs,   además   de   la   producción   dependiente   de   la   activación   del   TLR-­‐‑4,   y   que   se   ha  
demostrado  que  estos   intermediarios   regulan   la  maquinaria  vinculada  con   la   formación  
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de   podosomas,   es   tentativo   sugerir   que   este   incremento   en   la   densidad   y   número   de  
podosomas   en   los  macrófagos   se  debe   en  parte   a   la   inducción  de  EROs.  De  hecho,   Src,  
una  quinasa  que  participa  en  las  etapas  iniciales  de  formación  de  podosomas,  es  activada  
cuando   se   oxida   por   EROs   [231].   Esta   activación   requiere   de   residuos   de   cisteína  
compartidos  por  otros  miembros  de  la  familia  molecular,  como  Abl  y  Lck  [232,  233].    
Sin   embargo,   a   pesar   del   incremento   en   la   densidad   de   podosomas   la   actividad   de  
degradación   de   gelatina   disminuye   en   las   células   tratadas   con   PMag,   similar   a   como  
sucede  en  macrófagos  polarizados  a  fenotipo  M1  [234].  Por  el  contrario  a  los  macrófagos  
polarizados  a  M2,  los  polarizados  a  M1  no  migran  en  arquitectura  2D  ni  3D  [234];  esto  se  
debe   probablemente   a   la   necesidad   de   mantener   en   el   sitio   de   la   inflamación   a   los  
macrófagos.    De  la  misma  manera,  la  activación  de  macrófagos  por  PMag  conllevaría  a  la  
acumulación   de   los   mismos   en   los   sitios   donde   se   concentren      las   nanopartículas,  
permitiendo  la  endocitosis  de  las  mismas.  
El   incremento   concomitante  de   los  niveles  de   tránscrito  de   inhibidores  de  degradación,  
TIMP1   y   serpin   E1,   podría   explicar   la   reducción   de   la   actividad   degradativa   de   los  
macrófagos.   El   activador   de   plasminógeno   uroquinasa   (uPA)   corta   el   zimógeno   del  
plasminógeno  (Plg)  [235],  activa  las  metaloproteinasas  (MMP)  [236]  y  corta  una  variedad  
de   proteínas   extracelulares;   este   proceso   es   central   en   la   degradación   de   la   matriz  
extracelular  y  en  la  migración  tridimensional  de  los  macrófagos  [237].  La  inhibición,  por  
tanto,  de   la   función  de  uPA  por   serpin  E1   [238]  podría   inhibir   las   rutas  de   señalización  
subsecuentes  que  conllevan  a  la  migración  celular.  La  reducción  de  MMP2,  en  especial  de  
su  forma  activa,  podría  ser  causa  igualmente  de  la  inhibición  de  la  función  degradativa  de  
los  macrófagos   tratados   con  PMag.  Con   todo   esto,   aunque   se   incremente   el   número  de  
podosomas,   mecanismos   de   regulación   negativa   también   se   activan   impidiendo   la  
degradación.  Si  esto  se  traduce  en  un  comportamiento  no  migratorio  de  los  macrófagos,  
queda  por  estudiarlo,  y  será  objeto  de  futuros  estudios  en  el  laboratorio.    
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En  resumen,  las  PMags  activan  los  macrófagos  induciendo  une  perfil  de  expresión  génico    
mixto   M1-­‐‑M2   con   la   concomitante   secreción   de   IL-­‐‑12.   Además,   aunque   inducen   la  





5. Conclusiones  y  recomendaciones  
5.1 Conclusiones  
5.1.1 Las   nanopartículas   magnéticas   de   óxido   de   hierro   y   recubiertas   con   poli-­‐‑
etilénimina   (PMag)   transfectan   eficientemente   células   HEK293   con   plásmido  
pEGFP-­‐‑N3  y  ARN  interferentes  contra  BcL-­‐‑2  
5.1.2 Las  PMags  muestran  toxicidad  a  concentraciones  elevadas  en  diferentes  modelos  
celulares  
5.1.3 El  mecanismo   de   transfección   por   PMag   depende   de   la   internalización   de   estas  
nanopartículas  mediado  por  caveolina,  y  en  menor  medida,  por  clatrina.  
5.1.4 Las   PMags   activan   la   respuesta   de   defensa   contra   el   estrés   oxidativo   en   los  
diferentes  tipos  celulares  estudiados,  aumentando  la  expresión  de  enzimas  redox  
como   catalasa   y   dismutasas,   y   factores   involucrados   en   la   defensa   anti-­‐‑oxidante  
como  sirtuína-­‐‑1.  Igualmente,  activan  el  metabolismo  del  hierro  con  el  aumento  de  
ferroportina-­‐‑1  y  DMT1,  ambos  involucrados  en  la  exocitosis  del  Fe2+.  
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5.1.5 Las  PMags  no  afectan  la  capacidad  proliferativa  de  las  células  de  adenocarcinoma  
pancreático  murino,   Pan02,   pese   al   aumento  de   factores  pro-­‐‑proliferativos   como  
las  ciclinas  A1  y  D1.  
5.1.6 Las   PMags   afectan   la   migración   e   invasión   de   las   células   de   adenocarcinoma  
pancreático   murino,   Pan02,   a   través   de   la   inhibición   de   la   formación   de  
invadosomas,   modulando   la   señalización   dependiente   de   microARN-­‐‑21   y   la  
expresión  de  enzimas  proteolíticas  (MMP2  y  MT1-­‐‑MMP).  
5.1.7 Las   PMags   inducen   la   expresión   de   quimioquinas   angiogénicas   (Cxcl1,   Cxcl2,  
Cxcl3,  Cxcl5,  y  Cxcl7)  y  angiostáticas  (Cxcl10  y  Cxcl11)  en  células  Pan02.  
5.1.8 Las  PMags  modula  la  expresión  de  ARN  mensajeros  de  quimioquinas  y  citoquinas  
en   células   endoteliales   y   fibroblastos,   e   inhiben   la   migración   de   las   células  
endoteliales.  
5.1.9 Las  PMags  activan  los  macrófagos  humanos  y  murinos  a  través  de  la  señalización  
mediada   por   TLR-­‐‑4   y,   parcialmente,   por   la   producción   de   EROs.   Inducen   la  
secreción   de   IL-­‐‑12   y   la   expresión   génica   de   varias   citoquinas   y   quimioquinas  
involucradas  en  la  respuesta  inmune.    
5.1.10 Las   PMags   aumenta   la   formación   de   podosomas   en   macrófagos   murinos,  
RAW264.7,   pero   inhiben   la   degradación,   presumiblemente      a   través   de   la  
inhibición  de  la  expresión  de  Mmp9  y  el  aumento  de  expresión  de  inhibidores  de    
metaloproteinasas  y  migración  como  Timp1  y  Serpine1.  
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5.2 Recomendaciones  
5.2.1 Estudiar  la  eficiencia  de  transfección  (con  ARN  interferente)  in  vivo  en  modelo  de  
tumor  de  páncreas  murino.  
5.2.2 Estudiar  el  efecto  in  vivo  de  las  PMags  sobre  la  capacidad  metastásica  de  tumores  
de  páncreas  murinos.  
5.2.3 Determinar   el      impacto      in   vitro   e   in   vivo   del   tratamiento   con   PMags   sobre   la  
angiogénesis.  
5.2.4 Determinar   la   capacidad   adyuvante   de   las   PMags   en  modelo   de   vacunación   in  
vivo  con  diferentes  antígenos  tumorales.  
5.2.5 Estudiar  el  efecto  in  vivo  del  tratamiento  con  PMags  en  la  inmunidad  de  tumores  
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A. Anexo:  Artículos  científicos  asociados  con  la  presente  
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